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Abstrakt

Mnohatetny myelom je nevytételné nadorové onemoeémi plasmatickych buik lidi
vyssiho ¥ku. Studiem této nemoci se zabyvaji vyzkumneé tymyelém s#te. Permanentni
bunééné linie jsou nepostradatelnym nastrojem pro zakladplikovany vyzkum. Jejich
ustaveni je ovSem nesnadné s velmi nizkowdisgsti. Z 96 primarnich kultur bk kostni
dierg pacientt s mnohdetnym myelomem byla zaloZena jedna nova myelomawi& |
UHKT-893. Tato linie pochazi z btk kostni derg 57leté pacientky s myelomem izotypu
lgGxk v relapsu. Dnes je linie v prosperujici kiéyiz déle nez 1 rok, avSak je zavisla na
interleukinu-6 (IL-6). Byly u ni sledovanyistové charakteristiky v médiu s IL-6 i bezho.

Byl ziskan zakladni profil povrchovych antigerpomoci imunofluorescence. S@asna

exprese povrchovych molekul CD138 a CD38 potvrditase jedna o plasmatickeénky.

Ustaveni nové myelomové linie UHKT-893 s charaktermalignich plasmatickych
burék tak rozSiuje fadu existujicich myelomovych linii jako modepro studium tohoto
zhoubného krevniho onemaden, vyvoj a testovani protinddorovych vakcin a w&lS

cilenych terapeutik.

Klicova slova

Buné¢nd linie, mnohdetny myelom, plasmatické bkly, monoklonélni imunoglobulin,

interleukin-6.



Abstract

Multiple myeloma is an incurable fatal neoplasm pdisma cells affecting mainly
elderly people. There are many research laboratoriehe world where multiple myeloma is
studied. Permanent cell lines are indispensablés timw both basic and applied research.
However, the establishment of new cell lines ificlift with poor success. We established 96
primary cultures of bone marrow samples from myelopatients. Only one culture
succeeded in permanet myeloma cell line. The nplaamacytic cell line UHKT-893 was
established from bone marrow sample of 57 years feidale relapsed with multiple
myeloma of Ig& isotype. The cell line is however dependent oncthr@inuous presence of
interleukin-6 in culture media. UHKT-893 cells gr@ontinuously already more than 1 year.
The growth of cells was regularly monitored accogdio growth curves and by measurement
of cell viability. Surface antigenic profile waspesatedly determined by flow cytometry. The
simultaneous expression of both CD138 and CD3&sarfmolecules confirmed the plasma

cell origin of cells.

The establishment of the UHKT-893 myeloma cell kit extend the panel of existing
myeloma cell lines as a nesx vivomodel for the study of the etiology and pathogenes
multiple myeloma. It will also provide the sourcé mew material for the development,
design and testing of cancer vaccines and othertamgted therapeutics of this devastating

neoplastic disease.
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Seznam zKkratek
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AML
APC
ASCT
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B-LCL

CD
CLL
CLP
CML

DC
DMSO
DNA
DTT
EBV
FBS
FS
G-CSF

GM-CSF

GMean

HPLC

HSCs

dvouroznérna (two-dimensional)

acetonitril
akutni lymfoblasticka leukémie
akutni myeloidni leukémie

buika prezentujici antigen (antigen-presenting cell)
autologni transplantace kmenovychdun
(autologous stem cell transplantation)

B-burgény receptor (B cell receptor)
B-lymfoblastoidni bug¢na linie (B-lymphoblastoid cell line)
konstantni (constant)

diferenci&ni antigen (cluster of differentiation)
chronicka lymfocytarni leukemie

bsZny progenitor lymfocyt (common lymphocyte progenitor)
chronicka myeloidni leukémie

raznorodost (diversity)

dendritick& biika (dendritic cell)

dimetylsulfoxid

deoxyribunkleova kyselina (deoxyribonucleic@ci
dithiotreitol

virus EB/Epstein-Barroveé (Epstein-Barr virus)
fetalni bovinni sérum

gedni rozptyl (forward scatter)

faktor stimulujici kolonie granulodgyt

(granulocyte colony-stimulating factor)

faktor stimulujici kolonie granuloéya makrofa¢
(granulocyte-monocyte colony-stimulating factor)
geometricky @gmer

t¢zky (heavy)

vysokotlaka kapalinova chromatografie

(high presure liquide chromatography)
hematopoetické kmenovéaiky (hematopoetic stem cells)

imunoglobulin



MM
MS
NK
PBPC
PBS
PCL
PCR
PE
PTLD

SDS
SLC
SMM
SS
TdT
TFA
TGFB
TNFa

interleukin
spojovaci (joining)
lehky (light)
monoklonalni gamapatie neznameého vyznamu
(monoclonal gammopathy of unknown significance)
mnohaietny myelom (multiple myeloma)
hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
ptirozeny zabije (natural killer)
progenitorove lilky periferni krve (peripheral blood progenitor sgll
fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
plasmocelularni leukemie (plasma cell leukemia)
polymerazovéettzcova reakce (polymerase chain reaction)
fykoerytrin (phycoerytrin)
potransplantani lymfoproliferativni choroba
(post-transplant lymphoproliferative disorder)
dodecylsulfat sodny (sodium dodecyl sulphate)
nahradi lehkyettzec (surrogate light chain)
doutnajici mnohgetny myelom (smouldering multiple myeloma)
b@ni rozptyl (side scatter)
terminalni deoxyribonukleotidyl transferaza
trifluorooctova kyselina (trifluoroacetic acid)
transformujici #istovy faktorp (transforming growth factds)
faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factar)

variabilni



1 Uvod

1.1 Mnohocetny myelom

Mnohcatetny myelom (MM) je nevyl@telné nadorové onemoémi plasmatickych
burék. Ackoliv predstavuje jen 10% hematologickych malignit, jedeaosonemocni
relativré vzacné, protoZze mezi vdemi nadorovymi oneminimi tvori jen 1%. VCeské
republice jsou réné¢ diagnostikovany fiblizné ¢tyri stovky now nemocnych ve &ku
pramérné 60 let a vice.PrestoZe se tedy jedna o nemoc vysSidlauydnes uz nejsou Zadnou
vyjimkou ani pacienti kolem 40 let. Charakterisfiok projevy MM jsou fidnuti Kkosti,
hyperkalcemie, cytopenie a vyskyt monoklonélnihg (oteinu neboli tzv. paraproteinu
(jedna se o monoklonalni imunoglobulin (Ig) nebam jgeho lehky (L; light) fetézec
produkovany malignimi klony plasmatickych l#lih v séru a méi. Nejsou to vSak ipznaky
jediné, déale secasto vyskytuji poruchy koagulace, hypervisk6zni dsgm a renalni
insuficience zfisobena paraproteinem a dalSi. Nedilnowastil jsou pak poruchy imunity,
piedevsim té humordlni. MM ime vzniknoutde novo nebo se rozvine z benigniho
onemocgni monoklonalni gamapatie neitého vyznamu (MGUS; monoclonal
gammopathy of undetermined significance), kter&harakterizovano mensim mnozstvim
sérového paraproteinu a klonalnich plasmatickychébw kostni deni wetrg absence
projevi typickych pro MM popsanych vyse. Zhruba se jedri@®pacient s MGUS r@ng,

u kterych se rozvine MM nebo doutnajici MM (SMM; @mtdering multiple myeloma), ktery
maze byt dalSim me#idnkem Bhem vzniku MM? SMM je charakterizovan &Sim
mnozstvim sérového paraproteinu a taktéZ klonatpaezi plasmatickych bghk v kostni
dieni, avSak organove postiZzeni chybi. Pacietiters SMM peZivat |éta bez &by. Za rok
se z 10-20% SMM rozvine MM.

1.1.1 Historie mnohocetného myelomu

Mnohcatetny myelom pa& mezi nadorova onemoémi, ktera se v lidské populaci
vyskytuji pravépodobré jiz po dlouha tisiciletf. Prvnim doloZzenym ijpadem z moderni
doby je gipad Sarah Newbury, 39leté sluzebné z Londynay ktepsal Solly v roce 1844.
Silné bolesti zad a divné pocity v pravé nozéala pociovat v kwtnu 1840. O 2 roky
pozcji byla jiz tak zeslabla, zZeistala upoutana néaiko a o dalSi 2 roky po#jl zemiela po
5tidenni hospitalizaci v nemocnici. Jeji pitva odhacetné zlomeniny mnoha kosti &ld,

zdeformovany hrudnik, kde prava plice vykazovalazeo’s normalni velikosti. Pozornost
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upoutala hustéervena substance uvihitelmi praidlych kiehkych kosti. Jeji dalSi zkoumani
odhalilo mnozZinu jadernych btk se Zetelnym ovalnym centralnim jadrem nebo #héasto
se d¥ma zZetelnymi jadry.

J. F. Keller popsal jako prvni vroce 1846 proteimcci, ktery precipitoval fi
zvySovani teploty lehce nad 50°C # dalSim zakvani se precipitat @p ztracel. Bence
Jones popsal tytéz znaky u proteinu wWmeazeného londynského obchodnika McBeana,
ktery podle vSeho tgh mnohaietnym myelomem (krogndaného proteinu v ndose i pitvé
ukazaly stejné kostni |1éze jako kigact Sarah Newbury).Bence Jones navic pozoroval, Ze
pii ochlazovani mé, protein ot precipituje. Navzdory tomu, Ze Bence Jones npbyhim,
kdo objevil gitomnost proteih v mcati, tak diky tomu, Ze poukazal na jeho vyznaim p
diagnostice u pacieintse skeletalnim onemasmim, se nesmazatélnvepsal do historie
mnohaetného myelomu. OvSem velikost tohoto objevu bybaedéna az po jeho smrti,
neba’ v jeho nekrologu neni o proteinu nalezeném ¥imuoajicim specifické vlastnosti, ani
zminkd. Presto nebylo toto pozorovani zapomenuto. Uz v r@&89 hazval Fleischer protein

v masi nemocnych Bence Jonesovym proteirfem.

Dr. J. Dalrymple také vySatval kosti McBeana. ¥n¢ zakreslil podobu 1,5 — 2x
vétSich burk oproti erytrocyim obsazenych v mazlavé kostni substanci, kteétg knuhovy
¢i ovalny charakter &asto obsahovaly 2ékdy az 3 jadra (Obr. 1). Tento popis se také

podobal popisu butk, ktery proved! Sally v roce 1844.

Obr. 1. Buiiky obsaZené v kostni ¥eni McBeana.Zakreslil Dalrymple v roce 184%.

V roce 1875 se Waldayer poprvé amje o tzv. plasmatickych kikach, avSak igsny
popis finasi az R. Cajal o 15 let pagid Roku 1900 popsal Wright onemagrn 54letého
muze. Bi pitvé se zandtil na buiky z nadoti a usoudil, Ze tyto nadorové iiky jsou buky

plasmatické nebo laky z nich vzniklé’
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Mnohcatetny myelom byl ozngen také jako Kahlerova choroba podlé€ippdu
nemocného Dr. Loose, ktery popsasko-rakousky profesor Otto Kahler v roce 1889.
Kahler popsal zakladni rysy onemeénfn kostni a rendlni postiZzeni, opakované infekce,

krvacivost, anémii.

Bayne-Jones a Wright Wilson popsalir. 192Z duzné populace Bence Jonesova
proteinu® Dostaly nazev kappa a lambda n&qsi Korngolda a Lipariho v roce 1956, fte
ukazali, Ze antisérum proti Bence Jonesovému mrotegaguje s myelomovymi proteify.
Na to, Ze se jedna ofietézce imunoglobulif , prisli Edelman a Gally v roce 1962, tedy 117
let od popisu unikatniho chovani Bence Jonesovdeipo @i zalrivani a nasledném
ochlazovani. Lietzce monoklonalniho IgG a Bence Jonesova proteiteré kziskali od
jednoho pacienta, #ly shodnou aminokyselinovou sekvenci, podobné spéibrometrické
vlastnosti, stejny vyskyt na karboxylmetylcelul62oxchromatografii a na Skrobové gelové
elektroforéze, identické ultracentrifugd znaky, stejé jako termalni rozpustnost a stejnou
molekulovou hmotnost. Tyto Lietzce precipitovaly p zahrivani mezi 40°C a 60°C
a nasled& se rozpustily p dalSim zakivani. Ri ochlazovani reprecipitovaly épmezi 40°C
a 60°C'* Stejrg to popisovali uz Heller a Bence Jones ve 40. fete®. stoleti u proteinu

nalezeného v nin

1.1.2 Lécba

V polovirg 19. stoleti byly Sarah Newbury podavany rebarb®&mésky a pomeraava
kara® O 100 let pozgi byl k lésbé MM podavan uretan, nicménv polovins 60. let bylo
pomoci test s uZitim placeba prokazano, e nema na MM Z&dektEfV roce 1958 byl
poprvé zaznamenaniipos latky melfalanu #p 1écbé MM.'* Ziad kortikosteroid se
pouzivaji prednison a dexametazon. Kombinace nagltals prednisonem vykazuje uZz
desitky let dobré vysledky vdBe MM.'° Dalsimi I&ivy, které jsou vyuZivany, jsou

doxorubicin, vinkristin, thalidomid a cyklofosfamid

Jednim z hlavnich nastiojlécby MM je autologni transplantace kmenovych &un
(ASCT; autologous stem-cell transplantation). RaGi&ktei sphuji podminky k tomu, aby
u nich mohla byt provedena ASCT, prochazi Hepl ntkolikamésicéni indulkéni 1&Ebou, [
které jsou pouzivanyizné kombinace chemoterapeutik, jako jsou thalidomékametazon
a dalSi. Pokud pacienti nejsou ve stavu, kdy by Inmpddstoupit ASCT, jsokasto I€eni
kombinaci melfalanu s prednisonem. Podobnych viélgako u ASCT bylo docileno také

dlouhodobou chemoteragfi,avsak potiZe spojené s jejim uZivanith &etnych vedlejsich
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acinka favorizuji @istoupeni k ASCT. ZvySeni efektivity dgy lze dosahnout tzv.
tandemovou ASCT, kdy pacient podstoupi druhou A®G&d poté, co se zotavi z prii.
Své vyhody ma také alogenni transplantace. Jsabsence nadorovych biknve S&pu
a pisobeni Sipu proti myelomu. AvSak tatodba je vhodna a uskuteitelna jen pro 5-10%
pacieni s MM. Riziko umrti pacienta je navic vysoké a HRdiegipustné. Jistou
alternativou, zejména pro pacienty s &adiagnostikovanym MM, rize byt kombinace
ASCT a nasledné alogenni transplantace od vhodiiéfoe'®

Thalidomid byl v 50. letech 20. stoleti uveden ml jako gipravek proti rannim
nevolnostem véhotenstvi. Zahy se vSak ukazalo, Ze ma teratogéfinky, a byl stazen
z distribuce. Na konci 90. let se ukazalo, Ze twahid, ktery sniZzuje angiogenezi, ma
ptiznivy vliv na pacienty s MM? Thalidomid samotny nebo v kombinaci s dal$imi datk
(dexametazon, cyklofosfamid, melfalan apod.) jecaeti standardnich protoKollécby
refrakternich MM nebo pacient relapsu. V poslednich letech jsou vyvijefgéné derivaty
thalidomidu, které by @y lepSi vlastnosti a byly méncytotoxické pro bikky zdravych
tkani. Nejvyrazajsi takovou latkou je lenalidomid. Novou kapitoléclhy nadorovych
onemocgni vetre MM otewel vyzkum inhibitofi proteazomu. Bortezomib je prvnim
takovym, ktery se zkouSi v klinickych testech. Vice l&bé¢ MM v odpovidajicich

review 2021

1.2 V hlavni roli plasmatické bunky

Plasmatické hiky, jsou konénym diferencianim stadiem vyvoje B lymfocyt

Produkuji specifické protilatky jako hlavni sloZkymoralni imunity.

1.2.1 Imunoglobuliny

Dosavadni poznatky o imunoglobulinectelpledrs uspdadal Schroeder H.W. et &l
Na konci 19. stoleti se poprvé ¢ato mluvit o protilatkach, substanci, kter4 dokazal
neutralizovat toxiny. Protilatky neboli imunoglobyt (Obr. 2) jsou glykoproteiny
exprimované na povrchu zralych i nezralych B lymytéca sekretované plasmatickymi
bunkami. Skladaji se z 2 H&tkych; heavy)iettzci a 2 L rettzch. Kazdy ziettzci ma
na svém NkB-konci 1 variabilni (V) doménu a dale 1 nebo viaenén konstantnich (C;
constant). Mezi 1. a 2..adoménou se nachézi pantova oblast. Zdmlpi enzymy, kterymi
je mozné molekulu Ig roztit. Papain Sipi Ig na 3¢asti: 2 Fab fragmenty a jeden Fc
fragment. Pepsin rozt Ig na 2c¢asti: F(ab) fragment a Fc fragment.cékteré domény jsou
vzajemr propojené disulfidickymi rinstky.
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Pantova oblast

Ch Gu

Obr. 2. Struktura imunoglobulinu.

Oblast, kterou se Ig vaze na antigen, se nazyaq@arvazané misto na antigenu epitop.
Jedingné vazebné strukite uvnit V doményiikame idiotyp. Jednotlivé Ig se ra#dji do
5 zakladnich skupin IgM, IgD, 1gG, IgA, IgE &kolika dalSich podskupin (IgG, 1gA1-2).
Souhrni jsou nazyvany izotypy. LiSi se detaily ve strdktuG; domén, jejich p&em
(3 nebo 4), mnozstvim disulfidickychtstka a mirou glykosylace. RozliSujemeikigzce |,
3, v, a ae. L rettzce jsou pouze dva x aA. VSechny Ig mohou byt ve fokrwazané na
povrch B lymfocytu nebo ve fordnsekretované do prdsdi. Sekretované IgM a IgA tiio
polymery, které jsou spojené disulfidickymiistky a tzv. Jetzcem. Vlastnosti a funkce

jednotlivych izotyf jsou uvedeny v tabulce 1.

Tvorba Ig zéina jiz v ranych fazich vyvoje B lymfodyt(kapitola 1.2.2). V domény Ig
maji komplexni strukturu sloZzenou z ramcovych dbla®blasti utujicich komplementaritu.
Tyto oblasti jsou na DNA rozlozeny dgtnych genovych segmén¥/, D (diversity) a J
(joining), pricemz D segmenty jsou typické pouze prorézce. BEhem vyvoje dochazi
k tzv. V(D)J geskupovani, kdy dochazi ke kombinacim mezi jedngtii genovymi
segmenty tak, aby kotiea DNA obsahovala z kazdé V, (D) a J oblasti pgeden genovy
segment. Akoli toto preskupovani ganmaximalré zvySuje zarodsou variabilitu, hlavnim
zdrojem variability jednotlivych idiotyp jsou spojovaci mechanismyéhiem V(D)J
pieskupovani. Bhem nich niZze dojit ke ztrat nékolika nukleoticdh na kazdém konci
pieskupovaného genu a nasledndoplréeni nahodnymi nukleotidy, jejichz sekvence neni
zapsana v DNA, pomoci terminalni deoxyribonuklegtittansferazy (TdT). Uplauji se

jese dalsi mechanismy, napsestih D segment a;.
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Tab. 1. Vlastnosti a funkce jednotlivych imunogloblinovych izotypii. Pievzato?

i Vazb . <
Sérum (%) Struktura azba Opsonizace Dalsi funkce
komplementu

IgG 75 monomer + +++)

1gG1 67% IgG monomer ano ano
sekundarni odpad’,

1gG2 22% 1gG monomer ano ano > neutralizace toxii
avira

19G3 7% 19G monomer ano ano

9G4 4% IgG monomer ne ne/

IgM 10 pentamer +++ + priméarni odpiai/

IgA 15 monomer, dimer - - slizémi imunita

IgD <0,5 monomer - - homeostéaza

IgE <0,01 monomer - - alergie, parazitarni
infekce

1.2.2 Vyvoj B lymfocyti

B lymfocyty jsou malé biky (6-12 um) s kompaktnim jadrem a minimem cytoplas
Z celkového potu 2 x 102 lymfocyti, které obsahuje lidskélo, tvori 5-15% préaw
B lymfocyty. Jsou jednou ze sloZzek adaptivni imyuniBtejré jako ostatni leukocyty (bilé
krvinky) vznikaji z pluripotentnich hematopoetickyc kmenovych bu¢k (HSCs;
hematopoetic stem cells). Hlavnim znakem HSCs jéekata CD34. Zrani B lymfocyt
(Obr. 3), které probiha v kostniethi nebo v prenatalnim obdobi v jatrech, je kompiex
proces, ktery jefizen po sob jdoucimi zngnami v genové expresi a patiy z vrgjsSiho
mikroprostedi.

Prvnim stupinkem ke vzniku B lymfodyjsou tzv. CLP biikky (common lymphocyte
progenitor). Avodni mysSlenka, Ze se jedna o sgale progenitor pro B, T, NK lymfocyty
a dendritické biiky, je dnes diskutabilf® CLP jsou CD10+, CD34+, CD19-. Za dalsi
mezistup#é mizeme povazovatasné B lymfocyty, které jsou CD34+, CD10+, TdT+.
Exprimuji znaky typické pro B bwinou linii Iga (CD79a) a VpreB (sdist nahradniho
lehkého fettzce) a z#&ina zde probihat [J preskupovani (prvni krok ip vytvareni

povrchového Ig neboli B-b@iného receptoru BCR; B-cell receptor)Pro-B lymfocyty
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jsou charakterizovany CD34+, CD10+, CD19+, dale #da V-DJ; preskupovanim.
Lymfocyty, které usgsre nedokowi VDJy pieskupovani, hynou apoptézou. Lymfocyty,
u kterych bylo VDJ Us@gsSné, ozn&ujeme jako pre-Bl lymfocyty. Tyto pre-Bl exprimuji
cytoplazmaticky H imunoglobulinovietzecp, ale jsou CD34- a TdT-. Pre-Bll lymfocyty
jsou mensi nez pre-Bl a na povrchu vystavuji pré&RBkiery je sloZzeny ze dvaiH fetzci

a dvou nahradniclietszca SLC (surrogate light chaifif. Vznik funkéniho pre-BCR je
dulezitym kontrolnim bodem ve vyvoji B lymfoayt Dochézi k alelické exkluzi, kterd zajisti
klonalni specifitu pre-BCR. Pre-BCR je asociovan sgnalnim heterodimerem df.
Signalni drahy pre-BCR spousti kaskadyidvedoucich k intenzivnimuieskupovani gen
pro L fetzce x ev. A a k nasledné proliferaél. Nezralé B lymfocyty produkuji furski
povrchovy BCR itidy IgM. Pati sem i tzv. transientni B lymfocyty, které svym B®@&zZou
antigeny, které jsou nezavislé na pomogilfimfocyti.?® Sowasnou produkci IgM a IgD

jsou charakterizovany zralé B lymfocyty, které ofdjil kosti d'en a putuji na periferie a do

M M D
N7 N7

Casny B Prc-B Pre-BI Pre-Bll  NezralyB Zraly B

sekundérnich lymfoidnich organ

HSC CLP

\ 7
» CD34 Il 1go/p CD1¢ » Molekuly SLC eretéze( WI/ Ig

Obr. 3. Schéma vyvoje B lymfocyir. B lymfocyty diferencuji z pluripotentnich HSGadou pochodl, které
ovliviiuji genovou expresi. Zde jsou znazéora zakladni stadia vyvoje B lymfodyts nejdilezitejSimi
diferencig&nimi molekulami CD34, CD19, tdB a funkénimi Ig. Ozn&ena jsou stadia, ve kterych probiha V(D)J
presmyk. Velikost bugk se Ehem vyvoje mini. Tyto znény zde nejsou ukazany. CLP&Amy progenitor
lymfocyti, D: IgD, H: €zky, HSC: hematopoetickd kmenovaika, 1g: imunoglobulin, M: IgM, SLC: nahradni

lehky fetzec.

VétSina zralych B lymfocyt osidluje lymfoidni folikuly sleziny a miznich uali kde se
setkavaji s antigeny na antigen-prezentujicichkoh (APCs; antigen presenting cells) —
piedevsim na dendritickych bkéch (DCs; dendritic cells). Takto aktivované B faayty
prochazeji znamymi zntnami v expresi gen (shrnul Oracki et &), které vedou
k somatickym hypermutacim a izotypovéntegmyku. Vysledkem jsou Ig s mnohonasobn
vySSi - afinitou k danému antigenu. Podrobnosti o oyy\B lymfocyta jsou k nalezeni

v odpovidajicich review?=°

16



1.2.3 Plasmatické bunky

Zdravi jedinci maji ve své kostniahi asi 1-2% plasmatickych békn Toto mnozstvi
u pacieni s MM vziistd, casto se pohybuje okolo 10%. Myelomové plasmatickgkyp
byvaji netidka vicejaderné.

Hlavnim diferencianim znakem plasmatickych bikn je molekula CD138
(syndecan-12? Pati do rodiny transmembranovych heparan-sulfatovyostepglykari
a zaji¥uje interakce s extracelularni matfix*V hematopoetickém systému se jedna o znak
vyluéné plasmatickych butk, ovSem déle je exprimovan i na epiteliich akach dalSich
tkani zdravych nebo maligniéh.CD38 je panleukocytarni antigen a je vyuZzivan jako
dophkovy znak k o¥feni, Ze se jedna skdt€ o buiky krevnitady. Intenzita exprese CD38
u malignich plasmatickych bgk je niz&i neZ na normalnich plasmatickychilach®
DalSim znakem, ktery je u plasmatickych &knestovan, je CD45. Hematopoetickéiky
(krom¢ zralych erytrocyi a trombocyi) vcéetne svych prekurzar exprimuji na svém
povrchu CD45° Bshem vyvoje plasmatickych btk se CD45 pomalu ztraci a pin
diferencované zralé hly jsou charakterizované jako CD4B-.Vyskyt CD19 na
plasmatickych bikach je podle dostupné literatury nejedn@nya CD19 je
charakteristickym diferenctaim znakem B buftné rady a pozitivé reguluje transdukci
signalu z BCR v B lymfocytech. dtefi autdi pokladaji za obeenplatné, Ze &hem vyvoje
plasmatickych butk postupi dochazi ke kormé ztrat¢ CD19 (ktera postupuje vice men
sowasre se ztratou exprese CD45) na zralych plasmatickygikach a z tohotofiedpokladu
vychazeji*®*! Jini autdi ve svychelancich uvadii (a dalsi z toho vychazeji), Ze plasmatické
buinky na svém povrchu &iné exprimuji CD19, a pokud tomu tak neni, je tentavst
ozna&ovan jako aberantni, protoZze mu odpovidaji zejmplaematické biky pacient
s MGUS, MM a dal&imi malignitanit:***° Plasmatické hiky MM ¢asto vykazuji silnou
expresi CD56 (znak NK — natural killer — ki a dale v gkterych gipadech aberantni
expresi CD117 a CD25:***® MM bez CD56 jsou spojené s agresi@im piibshem
nemoci®? Normalni plasmatické iky byvaji gitom CD56-, CD117- a CD2d%4°

Jak bylo popsano vySe, plasmatickélyuvznikaji z aktivovanych B lymfocyt Po své
aktivaci se B lymfocyt zme zwtSovat, proliferovat a diferencovat v blasgkieré z ¢chto
proliferujicich B lymfocyti sekretuji dokonce protilatky a nazyvame je pladasip. Jsou to
vétSi buiky s velkym okrouhlym jadrem, které maiji stéle §etaky B lymfocyl a zarove
uz vykazuiji ty, které jsou typické pro plasmatidkéiky.?’ Vyvojova stadia plasmatickych

burgk nejsou rozpracovana tak podréhako u B lymfocyili. VétSinou se pojednava o 3
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stadiich, ktera se lii préw postupné ztrtB lymfocytarnich znak®®*’ (Obr. 4). Nektefi
autdi hovori namisto preplasmabléstplasmablast a plasmocyt o primitivnich nezralych,
nezralych a zralych plasmatickychiiédch. Toto dleni by nelo byt ekvivalentni.

CD197
CD20
\__/ CD45

preplasmablast

\ /
NS’

plasmablast

\_/

plasmocyt

v

Obr. 4. Schéma vyvoje plasmatickych buék.

......

(shrnul Oracki et al. a Chu et @I*). Dlouho Zijici plasmatické hiky kostni dens jsou
zdrojem protektivnich cirkulujicich protilatek. Tadali se aktivovany B lymfocytipmeni

v dlouho zijici plasmatickou lilu, zalezi na podstatantigenu ktery rozpoznal, aktualni
lokalizaci, povrchovych znacich, aktivnich tranpénich faktorech a signalech zd&g iho
prostedi (cytokiny aj.). Dlouho Zijici plasmatické ity vznikaji v zarodénych centrech
lymfoidnich folikuli, kde Ehem sekundarni reakce imunitni odpdivpivodni B lymfocyt
rozeznal antigen na folikularnich dendritickychnké@ch a proSel afinitni maturaci. Takto
vzniklé plasmablasty, které jéSexprimuji ¢ast B lymfocytarnich zna@k a zarové uz
sekretuji vysokoafinni protilatky proti danému getiu, jsou pravgpodobré prekurzory
dlouho Zijicich plasmocitv kostni deni*® Nové plasmablasty pak migruji do kostiiérs.
Sem jsou atrahované chemokiny produkovanymi stnoimélbuikami kostni derg nap.
CXCL122° Specifické mikroprogedi kostni éens, které vytvéi tamni stromalni biky stoji
pravdépodobré za jejich schopnostitezivat zde po mnoho dsial az let. Mezi faktory
tvorici toto mikroprosedi pati IL-6, CXCL12, ligand CD44, GM-CSF (faktor stimyilci
kolonie granulocyt a makrofad; granulocyte-monocyte colony-stimulating factorizF8
(transformujici distovy faktorp; transforming growth facto) a TNFa (faktor nekrotizujici
nadorya; tumor necrosis factar).>*** Samotné plasmatické tky vyzaduji k peziti pgimy
kontakt se stromalnimi lkami. Tato interakce zn¢ vyvolava produkci IL-6 ve
stromélnich biikach® IL-6 byl objeven mezi tstovymi a diferencignimi faktory pro
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B lymfocyty na zaatku 80. let. Uplaiuje se Bhem pozdnich fazi vyvoje B lymfodytj.

jejich diferenciace v plasmatické iy.>*** IL-6 je ristovym a proliferénim faktorem

a faktorem peZiti nejen pro plasmatické itky,>>>°

myelomové& 8

ale také zarowe pro buiky

1.3 Bunécné linie

Jako burc¢né linie se oznauji buiky, které jsou schopny nigirzitého #stu a dleni
v kultuie ex vivo V Zivém organismu maji tuto schopnost kmenovékipu které davaji
vzniknout mnoha dalSim tym burek. Diferencované hiky tkani maji omezenou délku
Zivota. Jsou-li z&hto burtk zaloZené kulturyex vivqg fikame jim primarni kultury. Biky
kratkodobych priméarnich kulturi@zivaji pouze &kolik malo dni nebo i tydii a rozali se
mére nez 10x. V dlouhodobych primérnich kulturach jdmuiky kultivovany az wkolik
mesial. Jejich proliferéni hranice je 50x-60x. Biky, které maiji ziznych divodi porusené
kontrolni mechanismy butiného cyklu (nap nadoroveé biky nebo biiky transformované
viry), se mohou dostat za tuto pomysinou mez &t z8 neomezendélit. Pokud se rozdli
>150-200x resp. jsou-liifitomné v kontinualni butné kultde >1 rok, hovéime o tzv.
imortalizovanych biikach, které tvid permanentni bustné linie®*®° Bunséné linie mohou
byt adherentni, které rostoudighycené k podkladu, nebo suspenzni, tedy &@lovouci

v médiu. Hematopoetické béné linie jsou pevazrie suspenzni.

1.3.1 Vyhody a uzitek buné¢nych linii

Tab. 2. Vyhody a klové vlastnosti hematopoetickych bunych linii. Prevzato>®

Hlavni vyhody:
* neomezeny zdroj bétiného materialu
« celos¥tova dostupnost identického higného materialu
« moznost nekormého skladovani v tekutém dusiku

e nepitomnost kontaminujicich normalnich kakn

Kli¢ové vlastnosti:
* monoklonalni gvod
« zastaveni v witém stupni vyvoje
« zachovana schopnost proliferace v kidtu
« stabilita ¥tSiny vlastnosti v dlouhodobych kulturach
« specifické genetické zény

e zachovani exprese nadorovych gjen
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Permanentni buné linie jsou nepostradatelnym modelovym systémeonzgkladni
i aplikovany vyzkum. Hematopoetické higné linie slouzi pro vyzkum leukémii a lymféam
na bugcné a molekularni Grovni. Pro studium Bané diferenciace, proliferace a apoptozy
jsou prakticky nenahraditelné. Dale slouzi jako rodpkovatelné standardy pro
cytogenetické a molekulatrbiologické studie leukémii. Vyhody a &tivé viastnostidchto

linii jsou uvedeny v tabulce 2.

1.3.2 Strucny historicky prehled (nejen) myelomovych linii

Existence buénych kultur je znama uz vice jak sto let. V roc&lldyla v Marylandu
v USA ustavena prvni permanentni linie z lidskyohndk. Tato buwc¢na linie HelLa
pochazela od pacientky s karcinomer#lodniho ¢ipku® O 4 roky pozdji se Osgood
a Brooke &Sili z ustaveni prvni lidské hematopoeticke &une linie J-111, ktera byla ziskana
z pacienta s AMI®? Ve skutgnosti se ale jednalo o Helaitky a tedy jeden z prvnich
piipadi burséné kontaminace mezi kulturafii. Skut&énd prvnimi  permanentnimi
burgcnymi liniemi, které byly ziskané z hematopoetickyminik z biopsii pacierit z Afriky
s Burkittovym lymfomem, byly v roce 1963 série {in nichZ nejzna®si je linie Raji®*
Jakysi ,boom* vzniku novych hematopoetickych Btmych linii nastal v mezidobi patku

let 80. a 90. Nejstsimi producenty byly &decké tymy z Japonska.

Prvni myelomovou linii, kterd byla ustavena v rd@66 a zapsala se tak do historie,
byla RPMI 8226 Buiky byly ziskany z periferni krve 61letého muZe agii6zou MM
(IgGA). Druhou v poadi byla linie U-266 z roku 1968.Ustavena byla z bak periferni
krve 53letého muze s refrakternim MM v terminélrstadiu. Jedna se o naprosto jedimo
myelomovou linii, protoZe jako jedina ze vSech noyebvych linii, které byly dodnes
ustaveny, sekretuje IgE U-266 je nejvice roz&nou myelomovou linii. V tabulce 3 jsou
abecedd sgazeny vSechny permanentni myelomové linie, ktetg thy této doby ustaveny,
a jejich zakladni charakteristika. Tabulka 3 byéatavena podlefghledu Drexlerd z roku
2010. Nejsou Vv ni uvedeny sesterské linie, kteoku@ byly ustaveny, byly jwodem ze
stejného pacienta, ale jiného vzorku, a také chyglomova linie z ledna 2011. Tato linie
MSG1 byla ziskadna z pleuralni efuze od pacientavs )AL). Fenotyp linie je CD38+,
CD138+, CD19-. MSGL1 je ptnzavisla na podge stromalnich buik nebo fibronektinu
analL-6%’
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Tab. 3. Frehled doposud ustanovenych linii z mnoti@tného myelomu.Podle Drexlerd® Asc. — ascitus, KD —
kostni den, kons. — konstitutivh N — neznamy Udaj, pc. — plasmacytom, PK — perif&rev, pl. e. — pleuralni

eflse, sacr. — sakralni, sbct. — subkutanni, sekekretujici, stim. — stimulovany, U — zadny stamy, zav. —

zavisly.

Nazev Zg/%?sm, S\tg{us IL-6 | CD19 | CD38 | CD138 HBAR' Izotyp 5;(‘)’3(‘1
1 | ACB-885 30-35| EBV- - N + N - 196 | pl.e.
2 | ANBL-6 N EBV- ZAv. - + N + 13 |PK
3 | CMA-03 80 EBV- zav. - + + N IgG |pl.e.
4 |cz1 48 EBV- - - + + N Iy Eg nebo
5 | delta-47 40 EBV- - - + N - Igb |asc.
6 | DOBIL-6 36 Egy- | Stim. + + N + IgG | KD

sekr.

7 |EIM 60-72 EBV- stim. N + N + IgG | asc.
8 | Fravel 62 EBV- - + N N + 196 | KD
9 | HL461 50 EBV- - + + N + Ig6s | KD
10 | Karpas 417 N EBV- - - + +) - 196 | PK
11 | Karpas 707 48-72|  EBV- - N N N N 106G Eg nebo
12 | Karpas 929 N EBV- - - + + - IgG | KD
13| KAS-6/1 N EBV- Z“;SNSA{;n ; 4 N N | 1gae |PK
14 | KMM-1 36-40 | EBV- - - + N - Iy | sbct. pe.
15 | KMS-11 36 EBV- stim. N +) N - g | pl.e.
16 | KMS-12-BM | 56-60 | EBV- ] + + (+)l- U | KD
17 | KMS-18 72 EBV- - - - N + IgA | KD
18 | KMS-21-PE 20 EBV- sekr. - + N N IgD | pl.e.
19 | KPC-32 5-6d EBV- - - + N - g |KD
20 | KPMM2 48 EBV- | zav., sekr. - + N - IgG. |asc.
21| KYdelta-1 24-36 N - - + N + g6 | pl.e.
22| LB 84-1 34 EBV- - + + N IgA | KD
23| LB-831 38 EBV- - N N N Ig& |pl.e.
24 | LOPRA-1 30 EBV- - - + N - IgA |asc.
25| LP-1 50 EBV- - - + + + Ig& | PK
26 | MEF-1 36 EBV- sekr. - - N - ig |KD
27 | MM.1 72 EBV- - ) + + - lgA |PK
28 | MM5.1 N EBV- - - + - lgA | KD
29 | MM17 72 EBV- - - + + N Ig& | sacr. pc.
30| MOLP-2 72-96 EBV- - + +/- + + Igb | PK
31| MOLP-5 48 EBV- stim. - + + ; lg |PK
32 | MOLP-6 48 EBV- stim. - - N N IgA | PK
33| MOLP-8 40-48 | EBV- - - + - IgD | PK
34| NCI-H929 50 EBV- - - + - IgA | ple.
35| NOP-2 48-72| EBV- - - - N - g |pc.
36 | OH-2 4d EBV- | zav., stim. - + + N IgGc | pl.fl.
37| OPM-2 30-60 | EBV- - - + + - g |PK
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38 | PCM6 40-60 EBV- kons. zay. - + N - IgG. | PK
39 | RPMI 8226 60-70 EBV- + + + IgG | PK
40| TH 24 EBV- stim. + N + gk | tumor
41| U-266 55 EBV- MRNA+ - + + + IgE | PK
42| U-1996 48 EBV- + N N kg |asc.
43 | UTMC-2 48 EBV- | RT-PCRY - + N - IgAc | pl.e.
44| XG-1 N EBV- | _KOns. - + + - IgAc | PK
zav., sekr,
45| XG-2 N EBV- kons. zav. - + + + IgG. |pl.e.
46 | XG-4 N EBv- |_KOns. - + + - IgGe | PK
Zav., sekr|
47 | XG-5 N N kons. zav, - + + - [o8 PK
48 | XG-6 N EBV- | kons.zav - (+) + - IgG. | PK
49 | XG-7 N EBV- | _KOns. - + + - IgAc | PK
zav., sekr,
50 | XG-8 N N Zav., stim - + + - IgAL | PK

1.3.3 Ustaveni nové bunécné linie

Ustaveni nové hematopoetické béame linie je obtizny proces s velmi nizkou
aspsnosti. BZnym postupem je zaloZeni suspenzni kultury z madeh burk. VétSina
pokugi v3ak skoni nezdarem. Usgnost nelze ddapdu ffedpovidat a je stéale spide nahodna.
Pravd@podobnost vzniku buiné linie lze posilit idavanim #stovych faktoé, které
pomohou nadorovym kikam gekonat kritické obdobi Upadkei zastaveni proliferace.
Prikladem jsou myelomové linikady XG (Tab. 3), které byly ustaveny se 100%¢8spsti
diky piidavani IL-6 a GM-CSF do primarnich kulttt.

Existuje redpoklad, Ze vznik nové b&mé linie je pravépodobrjSi ze vzorku bukk
pacienta v relapsu nez od pacienta, ktery byldi@gnostikovan. Drexler ve svérrehledu
statisticky vyhodnotil status nemoci pacignize kterych pochéazely vzorky, které daly
vzniknout hematopoetickym b&mnym liniim. Z 554 zahrnutych linii, bylo ustavend%

z relapsu, 34% z diagnézy, 10% z blastického zvas2@6 z obdobidhem terapié?

1.3.4 EBV+ B-lymfoblastoidni bunéc¢né linie

EBV+ B-lymfoblastoidni bu&né linie (B-LCL) jsou takové, které jsou transfonané
virem Epstein-Barrové (virus EB; EBV). Virus EBherpeticky DNA virus, ktery p&tmezi
nejrozsfensjsi. V lidské populaci je jim nakazeno vice nez 9@eslého obyvatelstv&’
Primarni infekce probihac¢t8inou bez fiznaki, ojedirtle miZze propuknout v infali
mononukle6zu. EBV napadén vivo 2 cilové skupiny butk: B lymfocyty a buiky
vrstevnatych epitelii. Na rozdil od epitelialnichunBk se EBV v B lymfocytech
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nereprodukuje nebo je latentAiAckoliv si nakazeni jedinci vytud jak humoralni tak
bunéénou imunitu proti EBV, petrvava virus vdle po cely Zivot zahnizeh v pangtovych
B lymfocytech a je rizikovym faktorem pro vznik nglich onemoceéni nag. Burkittova

lymfomu a gedevsim potransplariai lymfoproliferativni choroby (PTLD) a dalSich.

Pri Kkultivaci krevnich busk in vitro, kdy jsou buky vystaveny ufitému stresu
vzhledem ke zinénym podminkam, je virus EB v B lymfocytech (je-lkijpmen) ¢asto
reaktivovan. B lymfocyty se Zaou neomezen délit a celd kultura perista €mito
lymfoblastoidnimi biikami. Tento jev znaé limituje vznik novych permanentnich
burg¢nych linii nejen mnoh&etného myelomu. Jsou znamiigady, gedevsSim z minulosti,
kdy v dobré Jie now¥ ustavené permanentni iné linie z mnohéetného myelomu,
chronické lymfocytarni leukemie (CLL), plasmocehi@& leukemie (PCL) a dalSich
zhoubnych onemoeni krvetvorby byly pouze EBV+ B-LCL, a tedy nepozbl z populace

malignich bugk pavodni nemoci
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2 Cile

Nasim dlouhodobym cilem bylo ustaveni novych peemarich linii z nadorovych
plasmatickych bu¥k kostni derg odebrané pacieintn s mnohoéetnym myelomem, které by
poslouzily jako nové modely a byly pokusnym materi@pro dalSi studium etiopatogeneze,

diagnostiky a l&by tohoto zhoubného onemdaeri.

Primarnim konkrétnim ukolem byla kultivace ®opiichozich busénych vzorki od
téchto pacient, sledovani chovani btk a jeho zmin v takto zaloZenych dlouhodobych
buréénych kulturdch v podminkaatx vivos cilem ustaveni permanentnich linii nddorovych

burék tohoto maligniho onemoeni krvetvorby.

Vzhledem k Usggnému rozvoji bugtné kultury jednoho vzorku kostntete za vzniku
permanentni buftné linie se charakterizace této linie (UHKT-893)skgae stala hlavnim

cilem této diplomoveé préace.
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3 Material a metody

3.1 Bunécné kultury

3.1.1 Buiiky izolované z kostni di‘ené pacientii

Vzorky kostni derg byly odebrany na 1. interni klinice hematoonkoto§iFN a 1.LF
UK v Praze, se kterou spolupracujeme. Bezpedst poté jsme je zpracovali v naSi
laboratdi. Vzorky byly ¢islované v ptadi, v jakém jsme je obdrzeli. Plasmatickékubyly
spolu s ostatnimi mononuklearnimi iami ziskany separaci na hustotnim gradientu
Histopaque (hustota 1,077; Sigma-Aldrich) podleatw Vyseparované mononuklearni
buiky byly rozdtleny na 2 stejnéasti, greneseny do plastikovych nadob proriaé kultury
a kultivovany ve dvoutiznych médiich za nize uvedenych podminek. Zprasdljednalo
o snes krevnich elemenf kde se kroré plasmatickych butk vyskytovalo i mnoho dalSich
krvinek jak mononuklearnich (lymfocyty, monocytyak i zbylych polymorfonuklearnich
burgk (granulocyil) ¢asto ierytrocy. Vzdy byly zakladany suspenzni kultury, avSak
z piitomnych prekurzdr se Ehem reékolika dni zpravidla vytvdila adherentni stromalni
vrstva. Pdateini koncentrace buwk byla tiznd v zavislosti na mnoZstvi ¢geniho
materiélu v biopsii kostniiarg, které se li$i zpravidla v rozmezi*101¢ bunsk/ml média.

3.1.2 Vzorek¢. 893

Kostni den ¢. 893 paittila 57leté Zed, které byl v roce 2008 diagnostikovan mnégtoy
myelom, klon IgG.. Pacientka byla silnou katkou a trgla arteridlni hypertenzi.
Absolvovala 4 cykly chemoterapie (Velcade-ThaliddiDiexona), dostala se do remise
a usgsre procklala mobiliz&ni chemoterapii (cyclofosfamid a G-CSF)ii fkteré byly
ziskany periferni krevni progenitorovéiby (PBPC; peripheral blood progenitor cell) pro
autologni transplantaci kmenovych Bkrkostni derg. V tnoru 2010 se pacientka dostala do
relapsu. V této dabbyl nasi laborati® obdrZzen vzorek jeji kostnirehns. Pacientka o &sic

pozcEji zemrela.

3.1.3 Bunécné linie

Béhem nasSich pokusisme pouzivali linie:

- HL-60: myeloidni bus¢na linie ustavena od pacientky s akutni myeloidni

leukémii (AML) subtypu M2 (akutni myeloblastickauleemie s granulocytickou
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maturaci nespra¥nozna&ovana jako promyelocytarni leukemie M3). Kultura
pochazi od Dr. R. C. Gallo (NCI-NIH, Bethesda, USA)

- HEL: erytrocytarni bu&na linie ustavend od pacienta sAML M6
(erytroleukémii). Byla ziskdna od zakladatele téi@® Dr. P. Martina (Seattle,
USA).

- JURL-MKZ1: ustavena od pacientky s chronickou myadi leukémii (CML)

v blastickém zvratu. Pochazi ze sbirky &tmych liniif DSMZ v Braunschweigu.

- MOLM-7: megakaryoblastoidni bg#na linie ustavena od pacienta s CML
v blastickém zvratu (CD34+). Pochazi od Dr. Y. Miatz Japonska.

- HelLa: ustavena od pacientky s adenokarcinomelozdiho ¢ipku. Byla ziskana

z odcéleni burg¢né fyziologie UHKT.

- NALM-16: bung¢na linie prekurzorovych B bik ustavend od pacientky s akutni
lymfoblastickou leukémii (ALL). Byla ziskdna od Dd. Minowady (RPMI,
Buffalo, New York, USA).

- CML-T1: buré¢na linie nezralych T lymfocwut ustavend od pacienta s CML

v akutni fazi. Pochazi ze sbirky nych linii DSMZ v Braunschweigu.

- JURKAT: buré¢nd linie nezralych T lymfocyt ustavena od 14tiletého pacienta
s ALL. Byla ziskana od Prof. V. Hejsiho (AWCR).

3.1.4 Kultivacni médium

Bunééné kultury byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Bimomm) s 10% fetalnim
bovinnim sérem (FBS; Biochrom), L-glutaminem (4 nBipchrom), uhkitanem sodnym
(0,22%; Biochrom), penicilinem (100 U/ml; Biochrona streptomycinem (100 pg/ml;
Biochrom). Pro kultivaci vzork kostni dené bylo médium pokush dopkovano
rekombinantnim G-CSF (2000 U/ml; Roche).

Pro kultivaci bugéné linie UHKT-893, jejiz st byl zavisly na IL-6, bylo médium

obohaceno o rekombinantni IL-6 (1 ng/ml; Biosourdernational).
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3.1.5 Kultivace bunék

Bunsené kultury byly uchovavany v inkubatorti 37°C v 5% humifikované atmosfé
CGO, v plastikovych lahvikach pro tk&ové kultury. VeSkera manipulace sikami byla
provadna asepticky v laminarnim boxu. Médium bylénéno podle paeby, min. 2x tyds,
opatrnym odsatim vrchni vrstvy starého média neiodesim neusazenych suspenznich
burgk na centrifuze (1200 rpm/5 min) a naslednym od@lbmamédia, které bylo posléze

nahrazeno odpovidajicim mnoZstvim mégiestvého.

Kultivace vzorki kostni derg probihala paralethjak v obyejném médiu, tak v médiu
obohaceném o G-CSF. Z kazdého vzorku pacienta jakezalozili 2 primarni buitné

kultury.

3.1.6 Zmrazovani bunék

Bunky byly staieny (1800rpm/5min). Peletu jsme resuspendovali % 96¢BS
(Biochrom) + 10% DMSO (dimetylsulfoxid; Sigma). Bitma suspenze bylargnesena do
ozna&enych vychlazenych kryozkumavek. Kryozkumavky biywed dany do mrazicich
kontejneti (Nalgene), které byly ulozeny do -80°C. Po zhruBb& hodinach byly
kryozkumavky peneseny do tekutého dusiku (-196°C).

3.1.7 Vylouceni pritomnosti EBV

Vylouceni EBV jsme hodnotili zpravidla podle spolehlivyotekroskopickych znak
kterymi jsou vyrazné okyselovani média (projevigezeatelnym Zloutnutim média jiz do

24 h) a velkymi kompaktnimi koloniemi.

K potvrzeni absence EBV u linie UHKT-893 jsme tyboiky zaslali do Narodni
referegni laboratée pro herpetické viry (Statni zdravotni Ustav Pyakdng. Haré
Hrb&kové, kde byly pomoci PCR testované miaogmnost DNA EBV.

3.2 Morfologicka charakterizace

Morfologie burgk primérnich i pezZivajicich kultur byla @ovana z cytospinovych
preparai (dale jen natrd). Jedna se o obdobu krevnich goatych prepardi Sterilrg
odebrané htky z kultury (150 — 500 pl) bylyieneseny do specialni aparatury ugednna
podlozni skléko. Nasledovala centrifugace na cytospinové certeif (80 rpm/10min).

Vyhotovené preparaty bylyiedany k barveni Giemsou do morfologické labdetdHKT.
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Vyhodnoceni jsme provedli na optickém mikroskopar{Zeiss) s pouzitim imerzniho oleje
(Carl Zeiss).

3.3 Pocitani bunék a tvorba ristovych kiivek

Mira rastu nebo Ubytku buk byla sledovana pdtanim obarvenych bgh trypanovou
modi (0,4%; Sigma) v Burkeravkomirce pod mikroskopem. Mrtvé blky se barvi moig,
neba’ je poruSena integrita cytoplazmatické membrangld®miskanych dat, byly sestaveny
rastové Kivky. Paity zahrnuji pouze Zivé laky. Pri nasazeni do kulturgx vivo byly
u nahodg vybranych kultur sledovany pty burgk, abychom ziskali f@dstavu o chovani
burgk za danych podminek. Bet burgk byl optimalizovan na vysledny objem 10 ml pro

porovnatelnost s @ty ziskanymi v#izné dok kultivace.

3.3.1 Poc¢itani v Biirkerové komiirce

Bilrkerova konirka se sklada ze specidlmpraveného podlozniho skla, které ma na
vrchni strag vybrouSené dv identické niizky, a specialniho kryciho s&kia, které se
k podloZnimu ppeviiuje dwma svorkami. Niizka je rozdlena do 9 velkycletverai, které
maji definované rozemy (Obr. 5). Hloubka korirky je 0,1 mm. Zdchto udaj Ize spditat
objem mezi skiikem podloZznim a krycim v prostoru nadibkou. Ri pocitani burk je
dulezité postupovat systematicky tak, aby nebylg¢igmy rékteré buiky vicekrat. Plati to
zejména odch, které se vyskytuji na hranici®erai. Mnozstvi vzorku musi vypbvat cely
prostor mezi plochou podlozniho sia, kde je vybrouSenafiika, a krycim sktkem.
Nesmi petékat do postrannich zlabkV naSich pokusech jsme standargmitali buiky

v 3-5¢&tvercich v obou rfizkach.
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Obr. 5. Biurkerova komirka. Vlevo ntizka s deviti velkymétverci; vpravo pohled z bokui®vzato z
http://www.wikiskripta.ew/

Vzorec pro vypoet burgk:

s N
pramérny paiet ' ]
] objem redeni
burgk v dane o i
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ploSe pditaci
plochy roztoku
komurky
\ J

3.3.2 Sledovani dynamiky ristu linie UHKT-893

Pri vytvéreni istové kivky nové linie UHKT-893 jsme vyuzili kultivaci na4jamkové

destéce a v Erlenmayer@baice.
a) Kultivace burtk v 24jamkové desice

Do jednotlivych jamek byly nasazenyiiiy do 2 ml média s IL-6 i koncentraci
50 x 10 bursk/ml. Buiky rostly kontinualg ve vsech jamkach. Kazdy den byla
zruSena jedna jamka pro g@@ni burk. Vzhledem kiast&nému vyp&ovani média,
ke kterému v inkubatoru dochazi, byly vyslednétpmptimalizovany naijwvodni 2
ml.

b) Kultivace burk v Erlenmayero¥ baice

Buiiky byly nasazeny do 10 ml média s IL-6 o konceritfd2 bursk/ml. Bshem
prvniho nesice kultivace bylo kazdy den odebrano 0,5 ml hanagsuspenze béi
na paitani v Burkero¢ komirce, pote jiz jen kazdy 2. nebo 3. den. Abychom Imoh

sledovat #st burgk po delSi dobu, bylo dhem vynény média v¢erpané meédium
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nahrazeno stejnym mnozstvim méderstvého. Tim jsme zamezili ig@ni burek
a jeho vlivu na dynamikuustu. SniZil-li se objem kultury pod 5 ml, doplnjime
objem média oft na giblizn¢ 10 ml, a to s bitkami v odpovidajici koncentraci z jiné

kultury UHKT-893.
3.4 Pokus o ziskavani linie UHKT-893 nezavislé na IL-6

3.4.1 Kultivace v médiu bez IL-6

Bunky byly 2x promyty v PBS (fosfatovy pufr; Phosphaeffered Saline) a byly
nasazeny ihustot priblizné 0,24 x 16 burtk /ml (pouze v prvnim pokusu byla
koncentrace butk 0,1 x 16/ml) ve 12 ml média bez IL-6 do Erlenmayerovyika
Pravidel po 24 hodinach bylo odebrano 0,5 ml homogenniensp Biky byly spaitany
v Burkero¥ komirce. Vy¢erpané médium bylo vyénéno za stejné mnozstwerstvého
standard#& po 3-4 dnech. Toto bylo provedeno ¥siinich intervalech celkem 4x, abychom

zjistili, zda a do jaké miry sedni zavislost linie UHKT-893 na IL-6.

3.4.2 Postupné sniZzovani koncentrace IL-6 v médiu

Bunky byly stateny (1800 rpm/5 min) a nasazeny vmeédiu s1 ng/mb Ido
Erlenmayerovy bigky o hustok 0,5 x 16 bursk/ml. Koncentrace IL-6 (na gétku 1 ng/ml)
byla nasled& snizovana po ditém patu dni kultivace vzdy v dah kdyz byl zaznamenan
progresivni #ist v médiu se stavajici koncentraci IL-6. Kontralandice bugk a jejich
proliferace byla provasha mikroskopicky ped vyménou média péitdnim burk
v Burkerow komirce. P@éty burek zde byly optimalizovany na objem 10 ml, aby byly
porovnatelné s py ziskanymi ve vicedennich intervalech. Nebyl-lazmamenan
kvantitativni a kvalitativni pokrok, stavajici kamtrace IL-6 byla ponechana. Vyna

média byla provatha po 2-4 dnech.
3.5 Priikaz imunoglobulint

3.5.1 Priikaz sekrece imunoglobulint

Sekrece imunoglobulin buinkami wetné volnych L fettzci do média byla stanovena
pomoci nefelometrie v Ustavu klinické biochemieabdratorni diagnostiky, VFN a 1.LF

v Praze, u RNDr. Hany Benakové, MBA.
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3.5.2 Proteinova analyza na hmotnostnim spektrometru

Hmotnostni spektrometrie (MS; mass spectrometry) nggstrojem dynamicky se
rozvijejiciho oboru proteomiky. Proteiny ratehé na dvourozemné (2-D; two-dimensional)
elektroforéze, se #&ii na hmotnostnim spektrometru a data analyzuji pdrspecialniho

softwaru.
2-D elektroforéza

Do zkumavky jsme odebraliiplizng 10’ bursk a promyli v pufru 10 mM Tris (pH 7,4)
s 250 mM sachar6zou. Poté jsmaikyismichali s 500 pl vzorkového pufru (7 M &owina,
2 M thioma:ovina, 4 % CHAPS, 40 mM Tris, 60 mM DTT [dithiotlicd] a 0,8 % Bio-lytes
[Bio-Rad]). Buiky jsme sonikovali na ledu 6 x 15 s a nechali irdudi Fi pokojové teplat
25 min. Buiky jsme stgili (1200 rpm/10 min) a supernatantiepdali do cisté
mikrozkumavky. K odstrami soli a lipidi jsme vyuzili 2-D Clean-Up Kit (Amersham
Bioscience) a postupovali podle navodu tohoto Rityslednou peletu jsme resuspendovali
v 350 ul rehydratniho roztoku (7 M méovina, 2 M thiomdovina, 4 % CHAPS, 40 mM
DTT a 0,8 % Bio-lytes). Koncentraci protéijsme utili metodou Bradfordové. 800 g
proteinu jsme niazdili rehydratanim roztokem na vysledny objem 350 pilid@li jsme 1,4 pl
bromfenolové moi (0,5%; Merck). Strip pro 2-D elektroforézu (Re&dyp IPG Strips,
Bio-Rad) jsme rehydratovali podle navodu pro spips noc. Druhy den byly podle téhoz
navodu proteiny rozileny v prvnim smru pomoci izoelektrické fokusace. Naslédame
strip vyndali a ekvilibrovali 15 min v ekvilibtaim pufru (6 M mdovina, 20 % glycerol,
10 % SDS [dodecylsiran sodny; sodium dodecyl sug}ha,5 M Tris, pH 8,8) sifidavkem
0,26 M DTT a nasledn15 min v ekvilibr&nim pufru s pidavkem 0,27 M jodacetamidu.
Proteiny byly rozdleny ve druhém s#mu pomoci klasické SDS-elektroforézy na 12 %
akrylamidovém gelu. Vysledny gel jsme oplachli stilevané vod a obarvili v roztoku

SimplyBlue’™ SafeStain podle navodu (Invitrogen).
Priprava vzorku na MS

Vybrany proteinovy spot na 2-D elektroforéze jsmgizli a rozkrajeli na kostky
o hrarg 1 mm. Revrstvili jsme je 100 pl 50mM roztoku NHCO; v 50% acetonitrilu (ACN)
s 50 mM DTT. Vzorky jsme inkubovali 5 min v ultrakovécdistici lazni. Po dalSich 15 min
jsme odstranili roztok a ke geldigali 100 pl 50 mM NHHCO; v 50% ACN s 50 mM
jodacetamidem. Sé&s jsme sonikovali 5 min. Po 25 min byl roztok naea 100 ul
NH4HCO; v 50% ACN s 50 mM DTT. Sis jsme sonikovali 5 min. Roztok jsme nahradili
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100 pl vody pro HPLC (vysokotlaka kapalnd chromedfig; high presure liquide
chromatography) a vzorek sonikovali 5 min. Vodaahyadhrazena 100 pl ACN a vzorelkébp
sonikovan 5 min. ACN byl odstran a zkumavky jsme nechali otené, aby seipbytek
ACN mohl vypdit. Ke vzorku jsme fidali 5 ng trypsinu (Promega) v 10 pl 50 mM
NH4HCO;. Vzorek jsme nechali inkubovatigs noc fi 37°C. Druhy den jsme fjaali
trifluoroctovou kyselinu (TFA) a ACN do kowteé koncentrace 1% TFA a 30% ACN.
Vzorek jsme sonikovali 10 min. Nanesli jsme alik@b pl na tetik pro MALDI (matrix-
assisted laser desorption/ionization). Gepa& kapky byly pevrstveny 0,5 pl roztoku-
kyanohydroxyskticové kyseliny (2 mg/ml v 80% ACN) a nechany oiipavzorky byly
zmeieny a vysledky vygenerovany Mgr. Petrem Jedelskydaberatdi hmotnostni
spektrometrie nafifodowdecké fakukt UK v Praze.

3.6 Priikaz povrchovych antigenti imunofluorescenc¢nim znac¢enim

K identifikaci povrchovych antigeénbylo vyuzito imunofluorescemiho zngeni. Jedna
se o0 dnesdZr¢ pouzivanou metodu v molekularni biologii, kterauZiwa monoklonalnich

i polyklonalnich protilatek a naémavézanych fluorescénich zn&ek (fluorochront).

Na jeden vzorek bylo odebrano 0,5 » boirsk. Buiiky byly stazeny (2000 rpm/5 min),
2x promyty v PBS a nakonec jemmesuspendovany ve zbytku (asi f) PBS. K této
burg¢né suspenzi bylofmano utité mnozstvi nezri@né nebo zri@né primarni protilatky
(Tab. 4). Inkubace bwk s protilatkou probihala 15-20 miti@°C za oldasného promichani
suspenze. Poté byly fky s navazanou protilatkou 2x promyty v PBS &tapsuspendovany
v jeho zbytku. K suspenzi bék které byly inkubované s primarni nezeaou protilatkou,
byly ptidany 2ul sekundarni protilatky zmané fluorochromem (v nasSemiipad
fykoerytrinem (PE; phycoerytrin). Pouzivali jsmeakti nebo kozi sekundarni protilatky
(Dako) proti mySim protilatkam izotypu IgG a IlgMnkiubace probihala st&nako i
znaeni primarni protilatkou a vzorky byly nakonecbpromyty 2x v PBS.

K ovéreni funknosti pouzitych protilatek proti danému antigenulybgpracovany
pozitivni a negativni kontroly z baénych linii, u kterych je znameé, Ze nesou dany antig
na povrchu biiky. Ke kazdé linii (testované i kontrolni) byly ravipraveny 2 negativni
kontroly: nezn&ené buky a buiky, ke kterym byla pdana pouze sekundéarni protilatka.
Abychom utili co mozn& nejutSi spektrum povrchovych antigenznefili jsme vSechny
antigeny, pro které jsmedtn protilatky a gislusné kontroly (Tab. 4).
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Tab. 4. Fehled pouzitych primarnich protilatek proti povrchovym antigenim. Protilatky jsou mySi — anti

lidské. N — neni k dispozici.

protilatka anti- vyrobce mn(.)istvi pozitivni kontrola  negativni kontrola
protilatky
CD1 Coulter Clone 10 pl JURKAT HL-60
CD3 ze supernatantu 30 pl JURKAT HL-60
CDh4 Becton Dickinson 40 pl HL-60 N
CD5 ze supernatantu 20 pl JURKAT HL-60
CD9 Hybritech 10 ul HL-60 N
CD10 Orthomune 5 ul NALM-16 HL-60
CD13-PE Bioscience 5 ul HL-60 N
CD15 Becton Dickinson 10 pl HL-60 MOLM-7
CD19 Coulter Clone 5,10 pl NALM-16 HL-60
CD20 Coulter Clone 10 pl HEL HL-60
CD21 Coulter Clone 10 pl HEL N
CD24 Orthodiagnostic 20 pl NALM-16 JURL-MK1
CD33-PE eBioscience 5ul HL-60 N
CD34 Diaclone 10 pl MOLM-7 HL-60
CD38-PE eBioscience 5pul HL-60 HEL
CDh44 Exbio 1 ul HL-60 JURL-MK1
CDA45-PE Exbio 5 ul HL-60 HelLa
CD56-PE Beckman Coulter 5 ul N JURL-MK1
CDw65 Immunotech 5 ul HL-60 N
CD117 Immunotech 20 pl HEL HL-60
CD138-PE Immunotech 5 ul N HL-60, MOLM-7,
NALM-16,
JURKAT, CML-T1
HLA-DR Immunotech 5pul NALM-16 HL-60

Krom¢ uvedenych kontrol se k vyléani nespecifickych vazekipmunofluorescenci
pouzivaji je&t izotypové kontroly. Jednd se o protilatky stejnéhotypu pivodem ze
stejného ZivéiSného druhu. PouZivaji se ve stejné koncentrdad jaivodni primarni
protilatka. Svym paratopem se vSak nevazou na zasimokturu danych bik. PouZivaji se
komekni izotypové kontroly s fiktivnim paratopem poulite na jakychkoli bikkdch nebo
se vyuZzivaji takové antigeny, u kterych je proké@zahe se na zkoumanych ikach

nevyskytuji.
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Znxené vzorky byly pozorovany na fluoreséeim mikroskopu a w®ieny na
pritokovém cytometru. Cytometricka data byla analyrava aplikaci WinMDI 2.8, kterd je

volné dostupna na internetu.

Pri vyhodnocovani dat ziskanych naifmkovém cytometru jsme si néjde zobrazili
populaci vSech na#henych bugk (50 tisic) mezi parametry FS (forward scatte§Sa(side
scatter), kde FS udava velikost Bkna SS jejich granularitu. U negativnich kontromic
vzorkl (nezngené nebo jen se sekundarni protilatkou) kazdé Jsree vytyili 2 regiony
v zobrazeni dot plot. Do prvniho jsme vybrali Zivpopulaci busk a @ nasledném
zpracovani dat jsme pracovali pouze s touto Zivopufaci. Druhym regionem jsme
vyzn&ili oblast grafu mezi parametry SS x intenzita fegcence (PE), kam uz iky
negativnich kontrolnich vzoiklinii svou intenzitou fluorescence nezasahovaltolsranci
zhruba do 5 %). Druhy region ndm takto a@neal pozitivni populaci Zivych bwk. Graf 10
piikladne znéazotiuje, jak jsme postupovaliipvytycovani regiod. U zn&enych vzork jsme
ve druhém regionu zjivali procento pozitivnich bik, od kterého jsme odetli malé
procento (0-5%) butk, které u negativnich kontrolnich vzérkzasahovali do pozitivni
oblasti. Zn&ené vzorky jsme nasledreobrazovali v histogramech. Pro nazornost jsme je
prokladali negativnimi kontrolami —igpouziti sekundarni protilatky kontrolou se sekamd
protilatkou, @i pouziti primarni protilatky konjugované s PE na@anou kontrolou. Odetli
jsme také pimérnou intenzitu pozitivity v podab geometrického @méru (hodnota
GMean).

Cast vysledik byla zpracovana v rutinni labor#tpratokové cytometrie na UHKT
u pana MUDr. luri Marinova, CSc. Zde byly testovamyaky CD3, CD4, CD8, DC19,
CD28, CD38, CD45, CD56, CD117, CD138aA.

Zmefili jsme také znaky CD138 a CD45 naikach UHKT-893, které byly dlouhodsb
kultivované v médiu, ve kterém jsme postéipsnizovali koncentraci IL-6. Biky byly
odebrany ve fazi, kdy koncentrace ILé&tila 0,025 ng/ml. 2 dny i@d n&renim byly
(omylem) ponechany v médiu s koncentraci 0,2 ndrfl. DalSi postup — imunozgani —

byl shodny s vySe popsanym.

3.7 Meéreni senescence

Mira senescence bylaéena duplikatdy 4x za sebou v gisicnich intervalech od 11.
mesice od zalozeni kultury 893. K jejimu stanoverigmuzivan komemi kit, ktery prokaze

B-galaktosidazovou aktivitu charakteristickou proesscentni biky pii pH 6 (Cell Signaling
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Technology). Biiky na analyzu jsme odebiraliimo z kultur. Jako kontrolni kiky jsme
zvolili linii HL-60. Zpracovani vzork probihalo podle navodu daného kitu. Podil
senescentnich bk byl mikroskopicky odé&en v Blrkero¥ komirce. Nutno poznamenat,
Ze odeteni vysledk podléhacasténé subjektivnimu rozhodnuti, zda je citd buika

dostateén¢ obarvena, aby byla hodnocena jako senescentni.
3.8 Pouzité pristroje

Inkubator FUNCTION line (Heraeus)

Laminarni box HERA safe (Heraeus)

Mikroskopy:

- Amplival Carl Zeiss Jena
- Nikon, Japonsko
- fluorescekini mikroskop Carl Zeiss Jena Lumar

- invertovany mikroskop Olympus IMT-2

invertovany mikroskop Meopta IDM

Centrifugy

- Cytospin 2 (Shandon)
- Rotofix 32 (Hettich)

Fotoaparat Olympus C-3030 ZOOM

Pratokovy cytometr Coulter Epics XL (Beckman Coulter)
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4 Vysledky

4.1 Kultivace bunék kostni direné

Béhem obdobi tégt deseti ndsiai byly kultivovany butky kostni derg od 49 pacieriit
s MM. Piimérna doba kultivace byla 55 @nV praibéhu tohoto ¢asového Useku bylo
ustanoveno 7 EBV+ B-LCL a jedna myelomova linie UHB93 (Tab. 5). Bvodem zéaniku
burgécnych kultur bylo nejasgji kritické snizeni potu burek (Graf 1A-D), kdy bylo
rozhodnuto, Ze by dalSi kultivace jiz nevedla lpZkEni jejich stavu a proliferaci, dale
rozvinuti EBV+ B-lymfoblastoidnich klahnebo kontaminace kvasinkami, ke které doslo ve
dvou pipadech.

Tab. 5. Frehled priméarnich myelomovych kultur. Uvedena jsoudisla pacient, pod kterym byli vedeni v nasi
laboratdi, jejich diagndza, fblizny odhad potu plasmatickych butk v natru kostni dert pii zaloZeni
kultury, délka kultivace primarnich kultur v méduG-CSF a bezé&pha zpisob zaniku kultury, pokud byl jiny
nez celkovy Upadek kultury. EBV — rozvoj EBV+ B-LCIMGUS — monoklonalni gamapatie nejasného
vyznamu, MM — mnoh&etny myelom, kvasinky — kontaminace kultury, k wlk vyloweni, gevzato — kultura
pievzata kolegyni k dalSi kultivaci, spojeno —ikw preneseny do druhé (Iépe prosperujici) z dvojiceukult
s/bez G-CSF, ssp. — suspektni, vs. — vstupni gagin

médium bez G-CSF médium s G-CSF
pacient €. diagnéza % plasm. bun ék
dna kultivace zanik dn a kultivace zanik
EBV -spojeno EBV -spojeno

849 ssp. MM 10 40 s kulturou 40 s kulturou

v médiu v médiu bez

s G-CSF G-CSF
850 MM, vs. 90 101 EBV 53 spojeno
851 MM, vs. 20-30 51 51
853 MM 50 167 112 spojeno
855 MM, vs. 50 103 84 spojeno
856 MM, vs. 20-30 56 35 spojeno
859 MM, vs. 40-60 89 144
862 MGUS 20 62 62
863 MM 20-30 41 41
865 MM, vs. 60-70 20 spojeno 35
866 ssp. MM 40 69 69
867 MM 80 164 216
870 ssp. MM 10-30 48 54
873 MM, vs. 20 56 spojeno 112
874 ssp. MM 20-30 76 kvasinky 188
875 MM-relaps 80 95 47 spojeno

36



877 MM 70 89 EBV 60
882 MM, vs. 60 46 81
885 MGUS k vyl. MM 10 46 46
887 MM 40-50 39 39
888 ssp. MM 5 20 20
889 MM-relaps 2-5 32 32
ustaveni
893 MM-relaps 30-40 21 UHKT-893 -
894 MM-relaps 60-70 42 42
896 MGUS 40 42 42
897 MM-relaps 50-60 79 104
902 progrese 70-80 73 66
904 MM, vs. 50 65 57 EBV
908 MM, vs. 90 41 57
EBV -spojeno EBV -spojeno
912 MM, vs. 10-30 42 s kulturou 42 s kulturou
v médiu s v médiu bez
G-CSF G-CSF
914 MGUS k vyl. MM 5 13 15
915 ssp. MM 2 16 16
916 MGUS 10-20 119 119
917 MM, vs. 5-10 32 32
918 ssp. MM 30-50 30 30
919 MM-relaps 2-5 29 36
921 MGUS 5 22 36
922 ssp. MM 20 22 57
923 MM, vs. 20 29 57
925 MM po asct. 5-10 18 35
929 MM, vs. 10-30 83 83
930 MM-relaps 70-80 18 18
931 ssp. MM 5-10 32 32
932 ssp. MM 99 22 spojeno 71 pfevzato
EBV -spojeno EBV -spojeno
s kulturou s kulturou
933 MGUS 25 31 v mediu s 31 v médiu bez
G-CSF G-CSF
934 ssp. MM 5-10 34 24 kvasinky
935 ssp. MM 10 14 6 spojeno
EBV -spojeno EBV -spojeno
s kulturou s kulturou
936 MM, vs. 40-50 40 v mediu s 40 v médiu bez
G-CSF G-CSF
938 MM, vs 20 35 35
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Graf 1A-D. Riustové Kivky vybranych primarnich kultur pacient 4. Grafy vykresluji Ubytek bugk
v primarnich kulturach zaloZzenych ze vzibrkostni deng. Dny jsoucislovany od z&tku kultivace. Modra

kiivka znazoiiuje buiky kultivované v médiu bez G-CS&ervena biiky v médiu s G-CSF.

Na Obr. 6A-F jsou vyfotografované vybranédamgatz kostni derg ze dne odéru (srov.
s Tab. 5). Naprosto netiitelny pohled se nam naskyttigpozorovani natru z kostni dens
pacienta 932 (Obr. 6F). AZ na ojedid vyjimky byly vSechny biiky plasmatické, mnohé
Z nich multinuklearni, které tvih prazvlastni atvary. Uvazime-li, Ze normalni koisdien

obsahuje 1-2% plasmatickych kihnje s podivem, k jakym stém mizZe @i nemoci dojit.
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Obr. 6A-F. Natéry kostni diené pacienti s myelomem v den zalozZeni kulturyPacienti¢. A: 850, B: 855, C:

894, D: 902, E: 904, F: 932. Bky s modrou cytoplazmou, &m ,halé“ v blizkosti fialového jadra jsou
plasmatické biiky. ZvétSeni 10 x 100 x 1,5.

4.2 Ustaveni myelomové linie UHKT-893

Bungéné kultury linie UHKT-893 jsme zalozili 16. 2. 2010 normalnim médiu
a v médiu s G-CSF. Ret plasmatickych butk v prvnim cytospinovém preparatu (Obr. 7)
jsme utili zhruba na 30-40%. Sedmy den kultivace obsahovalltury stale mnoZzZstvi
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erytrocyti a nebyly pozorovany zadné stromalninky Z natra bylo patrné, ze zraé
pirevladaji buiikky myeloidnitady. P@et plasmatickych buik se snizil na zhruba 10%.

; erytrocyty
granuloc

P N a

Obr. 7. Natér z kostni diené pacientky 893 v den odbBru. Buiiky s modrou cytoplazmou a&lym ,halo”

v blizkosti fialového jadra jsou plasmatickénky (ozna&ené Sipkou bez popisku). Otaznikem jsou 6ena
buiiky, u kterych je nasna&dpochybnost, zda jde o granulocyty. Mitotickénky, které jsou zde jagnpatrné
(ozna&ené pismenem M), jsou praymbdobré plasmatické biky. Jejich mitdzy jsou v nétech kostni tens
vzacné a &neé se téndi nevyskytuji. Z¢tSeni 10 x 100.

40



Po 13 dnech kultivace jsme poprvé zaznamenali mtromalni biky adherované na
dr¢ lahvicky. Celkové mnoZstvi bk v lahvickdch se pomalu sniZzovalo (Graf 2). 20. den
kultivace jsme podle celkového vZenmi kultury v normalnim médiu usoudili, Ze jeji $ial
kultivace jiz nema smysl. Biky byly v porovnani s normalnimi zivotnymi kulturammalé
a z velkécasti rozpadlé. V médiu s G-CSF se drzelo rel&tigimérené mnozstvi buik
(pokryv dna lahwiky cca 75%), které se lisily ve své velikostast bugk mela tvar fizng
protahly. Slaba stromalni vrstva byla vytgna. Erytrocyty jiZz v kultte nebyly.

médium s G-CSF === médium bez G-CSF

_ 08

£
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Graf 2. Prvni tydny kultivace bunék z kostni direné pacientaé. 893.

Po 34 dnech v kulte se profil busk zmenil tak, Ze byly co do velikosti vice
homogenni &ast&n¢ tvorily malé kolonie o tkolika malo buikach. Protahlé biky témet
zcela vymizely. Stromalni vrstva byla vytema bez ietelné progrese.iPkontrole kultury
41. den jsme jiz nabyli dojmu, Ze iy proliferuji. To mohlo znamenat vznik #unovée
myelomove linie nebo dalSi EBV+ B-LCL. Kultura bylezctlena do 2 kultivanich lahvEek
s G-CSF. O den pozjl se profil burgk nijak zvla¥ nenenil od kultury popsané 34. den. 43.
den kultivace jiz bylo jasné, Ze ity rostou. Navic kultura nejevila znaky, Ze by egnjalo
o EBV+ B-LCL (Za&dné vyrazné Zloutnuti média ze dme den, ani vznik typickych
mohutnych bu&nych shluk). Ozn&ili jsme tedy tyto biiky pracovié za now vznikajici
myelomovou linii UHKT-893. Absenci EBV jsme u linjgozdji potvrdili také na zakladl
vysledki z Narodni referemi laboratde pro herpetické viry.

V nasledujicich tydnech byly Zipodnich dvou lahwiek, ve kterych se vytv¥da vrstva
stromélnich bugk, zakladany nové kultury UHKT-893 v plastikovyahlickach
a ve skleanych Erlenmayerovych kigdch s G-CSF i bezého. Zarové jsme pfibézne ¢ast
burgk zamrazovali a ukladali do tekutého dusiku. V redviulturach uz nedoslo k vytieni
stromalnich vrstev, neldgrekurzory stromalnich bgk byly jiz evident® vycerpané. Biiky

v Erlenmayerovych h&ach prosperovaly podle odhadu &o [épe (data nejsou uvedena),
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ale celko¢ jsme v no¥ zaloZenych kulturdch zaznamenavali Upadek a dgneanik
(Graf 3A-B). Vzhledem k tomuto stavu a proto, Zena&cdst myelomovych linii, které byly
doposud ustanoveny, jsou zavislé na IL-6, obohpitie o tento cytokin dkteré z kultur
UHKT-893 v rtiznych koncentracich. Kultury s IL-6 o koncentrachd/ml pomalu rostly,
kdezto buky v kulturach s koncentraci IL-6 nizSi nez 1 ngkel rozpadaly nezavisle na
piitomnosti G-CSF. IL-6 jsme rozpoznali jakastovy faktor, na kterém se staly riby
UHKT-893 zavislé.

A o 7ivé Db e=fll== mrtvé bb Zivotnost v %

0,90 100
= 075 AL
§ / - 80
S 0,60 o
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dny
B o 7ivé Db e=fll== mrtvé bb Zivotnost v %

0,30 100
= 0,25 - 80
o
© 0,20
Z v/ - 60
% 015 S, ® %
_g - 40
o 0,10 —
g - 20
o 0,05

0,00 0

0 3 5 7 11 13 17 19 21
dny

Graf 3A-B. Pivodni kultivace UHKT-893 bez IL-6 a stromalni vrstw. Data byla ziskana z név
zakladanych kultur do plastikovych labgk v obdobi 3. (A) a 4. (B) #sice po z&tku kultivace bukk 893.
V téchto novych lahwikdch se jiz nevytvila vrstva stromdlnich bwk. Je patrné, Ze Zivotnost hiknbez
ristového faktoru IL-6 a podpné stromalni vrstvy od Zatku kolisalad&srg nad hranici 50%. Ret mrtvych
burgk se vSak zvySoval a nakonec doslo k zaniku kuNicmérg je Zetelné, Ze Upadek ve 4&sici nastal az
po prvnim tydnu kultivace, kdy kultura prospival@vSem i vtomto kratkém obdobfistu se Zivotnost

pohybovaladsné nad hranici 50%.
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4.3 Morfologie bunék UHKT-893

Morfologické vlastnosti butk jsme sledovali mikroskopicky a na &d@&ch obarvenych
Giemsou (Obr. 8-10).

Obr. 9. Buiiky UHKT-893 po 5 mésicich v kulture. Caste&ng vyselektované myelomové tky nasi linie. Je
zde patrna mitoticka aktivita. Z8eni 10 x 100.
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Obr. 10. Buiiky UHKT-893 v 11. mésici kultivace. Cisté vyselektované myelomové tky. Pozorujeme jasné
»hald" v blizkosti jadra, mitézu i multinuklearnibbky. ZvétSeni 10 x 100.

4.4 Dynamika ristu UHKT-893

Yavs

Po uavodnich obtizich s kultivaci bikn popsanych vigdchozi kapitole 4.2 linie
UHKT-893 s IL-6 prosperovala nezavisle na stronwiinbuikach. Ri kultivaci burgk

v jamkach na 24jamkové deste, ktera trvala 12 dni, byla doba zdvojenttpoburek
spaitana na 4 dny.

0,035
0,030 /. ¢
0,025

0,020 A/
0,015 M AV
0,010

0,005 —QHH

0,000 T T T T T T

pocetbunék x 106/ml

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Graf 4. Rustova kfivka UHKT-893 pfi kultivaci v 24jamkové destiéce po roce od nasazeni bk pacienta
893 do kultury.
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Pri kultivaci v Erlenmayero¥ baice s poateini koncentraci butk 0,1 x 16/ml se
kultura zdvojnasobila kazdych 3-5 idnNa rozdil tedy od vSeobetmpredpokladaného
exponenciélnihoustu vykazovala kulturatst spiSe linearni (Graf 5). Po dosazeni hustoty
0,8 x 16 bunsk/ml, mnoZstvi buek kolisalo mezi hodnotami 0,8-1,148 x*Iursk/ml a jen
jedenkrat kleslo pod hranici 0,8 x®Bursk/ml. Buiky byly takto sledovany do 58. dne, kdy
jsme se rozhodli gfeni ukorit, protoZe jsme usoudili, Ze jsme jiZi pnéreni gesahli max.
hustotu busk s naslednym znatelnym poklesefistové faze kultury a Ze pokiavani by
bylo spiSe artefaktem, vzhledem kiajicimu mnozstvi mrtvych btk pii dlouhodobé

kultivaci bez pasazovani.

1,8
1,6 "{SL
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- \V4
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0,8

0,6

pocetbunék x 10%/ml

0,4

0,2

0,0 LI I IR I NN NN NN N N BN N RN N RN N NN N R R RN NN R N NN NN N BN N N NN NN NN N N N N B N NN NN B R |

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 36 42 47 53 58

den

Graf 5. Riistova kfivka UHKT-893 po roce od nasazeni bugk pacienta 893 do kultury.Cerrg je prolozena
polynomicka regresniilvka (stupé 6).

4.5 Pokus o ziskani bunééné linie UHKT-893 nezavislé na IL-6

4.5.1 Kultivace v médiu bez IL-6

Kultivaci burtk v médiu bez IL-6 se nepoiila ustavit linii UHKT-893, ktera by byla
nezavisla na tomto cytokinu. Ve vSech pozorovamiejslo tydne zaznamenali sniZzenétpo
Zivych burgk pod 0,1 x 1&bursk/ml (Graf 6A-D). Nepozorovali jsme Zadné vyrazmény
v zavislosti bugk UHKT-893 na absenci IL-6 mezi jednotlivymi pokudge dvou pipadech
ze ¢tyt pokudi byl pozorovan viditelny nast patu burtk 1-2 dny po jejich nasazeni
do tohoto pokusu, ovSem poté nasledoval jejich Ifydbytek v p@tu burek (Graf 6A, C).

V jednom gipadt nastal pokles okamidruhy den (Graf 6C). &iem posledniho pokusu se
mnozstvi buik drZzelo prvni 2 dny na konstantni hlagl{iGraf 6D).
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Graf 6A-D. Riistové vlastnosti buik v kultu ¥e bez IL-6.1. mesic kultivace odpovida 11.&sici od nasazeni

burgk pacienta 893 do kultury.

4.5.2 Postupné snizovani koncentrace IL-6 v médiu

Pokus byl zahajen v fibéhu 14. ngsice od zalozZeni kultury 893. Zny paitu burek
béhem pokusu jsou znazamy v grafech 7-9. Druhy den pokusu byla sniZzena&ntrace
IL-6 z1 ng/ml na 0,8 ng/ml. Po ¢iré dok® se buiky adaptovaly na nové podminky
a za&aly proliferovat. Tento jev se opakovali pkazdém snizeni koncentrace IL-6
a negesahl dobu trvani 2 tydrpred dosazenim koncentrace IL-6 v médiu 0,1 ng/ma{Gr
7). Nasledovala #sicni kultivace @i koncentraci 0,1 ng/ml (Graf 8), kter4 byla
pravdpodobré kriticka pro dalSi vyvoj, protoZze adaptace guméla pomalejsi vyvoj nez
v predchozich dnech a et burgk uz nepesahl 0,5 x 1Uml. Bshem tohoto rssice klesl
pocet burgk pod 0,3 x 1&/ml (61. den kultivace), kdy byl nejniz§im zaznameym za
celou dobu pozorovani.
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koncentrace IL-6 v médiu 1-0,2 ng/ml
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Graf 7. Kultivace bunék UHKT-893 v médiu s koncentraci IL-6 v rozmezi 1-@ ng/ml.

koncentrace IL-6 v médiu 0,1 ng/ml

0,6
0,5 4\
0,4

03 MM

0,2

podetbunék x 106/ml

0,1

0,0 T T T T T T T T T T T 1
43 46 48 51 54 57 61 64 67 71 74 76

dny

Graf 8. Kultivace bunék UHKT-893 v médiu s koncentraci IL-6 0,1 ng/ml.

Poté zaaly buiky prosperovat, a kdyZ téthdosahly hranice 0,4 x i®ursk/ml byla
koncentrace IL-6 snizena na 0,09 ng/minBunadale proliferovaly, a tak byla koncentrace
IL-6 hned g dalSim pgitani (tj. po 3 dnech) sniZzena na 0,06 ng/mliealpokladu, Ze takto
malé rozdily jiz prav&podobré nemaji natst burgk tak velky vliv. OvSem piet burgk po 6
dnech vyrazé poklesl. Vnimavost butk vici snizeni koncentrace IL-6 v médiu o 0,03
ng/ml, coz odpovidalo sniZzeni o 30%, byla tedyestalatelna. Zvedli jsme proto koncentraci
IL-6 na 0,075 ng/ml aekali, az se hiky adaptuji. Stav buk se i této nemdnné
koncentraci IL-6 po 25 dnech zlepsSil. MnoZstvi Ilbgo tedy snizeno na 0,05 ng/ml. Po 16
dnech pi této koncentraci IL-6 pget burgk dosahl opt hranice 0,4 x 1%ml. IL-6 byla
snizena na 0,025 ng/ml. Po 143 dnech od zahajdaispgsme se dostali na koncentraci
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0,01 ng/ml IL-6 v médiu, coz je setinayodni koncentrace,ipkteré jsou biiky standardé

kultivovany.

koncentrace IL-6 v médiu 0,09-0,01 ng/ml
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Graf 9. Kultivace bunék UHKT-893 v médiu s koncentraci IL-6 v rozmezi 0,0-0,01 ng/ml.
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4.6 Sekrece imunoglobulini

Pomoci nefelometrie bylo zjito, ze biiky UHKT-893 sekretuji IgG a volny lehky
fetézec k. Zarover byla pitomnost intracelularniho lehkéheettzce « stanovena na
praitokovém cytometru a navic proteinova analyza porviodhalila pitomnost oblasti JC

lehkého imunoglobulinovéhie®zcex v nahodi vybraném vyrazném proteinovém spotu na
gelu 2-D elektroforézy (p<0,05; Obr. 11).

L

Obr. 11. Vysledny obarveny gel z 2-D elektroforézySipkou je ozn&en proteinovy spot, ktery byl analyzovan
na hmotnostnim spektrometru.
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4.7 Charakterizace povrchovych antigeni bunééné linie UHKT-893

UHET-893negk UHET-833 negk. PE

UHKT-893 neg k.

1023
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A
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55
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107 10* 10° 10! 107 107 10*
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o 1023
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Graf 10A-C. Ukazka vybéru regionii. Ze vSech zrrenych buik jsme v zakladnim rozliSeni SS x FS vybrali
Zivou populaci (A). VrozlisSeni SS x PE jsme vyntiezpozitivni“ oblast za oblasti intenzity fluoresoce
neznaenych buwk (B) a/nebo u vzoik znaienych pouze sekundarni protilatkou (C). Ze stakigtth Gdaj

jsme zaznamenali zanedbatelné procent@lbmasahujicich do této oblasti.

Jako prvni antigen jsmedtili CD138, protoZe z krevnich bk jej exprimuji na svém
povrchu jen plasmatické bky. Jak ukazuji nagitené hodnoty z fitokového cytometru, je
tento antigen na Mik&dch naSi linie opravdu petrg exprimovan dle silné intenzity

fluorescence, coz potvrzuji i fotografie z fluoresmiho mikroskopu (Obr. 12A-B).

A UHKT-893.CD138 B

o
n

MOLM-7: CD138

512

Ewvents

=4
107 10! 10% 107
FE

Graf 11A-B. CD138. Histogramy pochazi z &eni v 19. nssici kultivace kultury 893. A: UHKT-893, B:

negativni kontrolni linie.
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Obr. 12A-B. Exprese CD138 na bitkach UHKT-893. Protilatka anti-CD138-PE vydava vyrazny oranzovo-
zlatavy signal. Zelehje patrna firozena autofluorescence.
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Z imunofenotypovych znaktestovanych na likach MM nese linie UHKT-893 na
svém povrchu molekuly CD138+, CD38+, CD20-, CD45iaksilni, CD56+, CD117- az
slak® +. Vysledky jsou znazo#mé v grafech 11, 12 a 14-17. Data zahrnujici primcen
pozitivity a ptimérnou intenzitu fluorescence (,silu” antigenu) vzibrkontrol jsou uvedena
v tabulce 6. Miili jsme také, vedle antigenu CDA45, dalSi hypotsticiferencigni znak
zralosti plasmatickych b@k CD19, avSak vysledek nebylgbazny, protoZze pozitivni ani
negativni kontrola nevysla podigekdvani (Graf 13A-C). V gfeni tohoto antigenu jsme
dale nepokréovali, protoze jsme jiz neg¢h danou protilatku k dispozici. Proto byl tentoa#n

testovan v rutinni laboratiopritokové cytometrie.

HL&D: CD32EE HEL. CD38

A Q UHET-293: CD38 B & C @

(o]

n @ @

= & i

i

= =1

100 101 102 103 104 109 10 107 107
PE FE

Graf 12A-C. CD38.A: UHKT-893, B: pozitivni kontrola, C: negativni ktrola.

C = HL-60: CD19

A @ NALM-16: CD19 B @ NALM-16: CD1%

Il

&

Events
Events
Events

107 10! 10% 107
PE

Graf 13A-C. CD19. Histogramy pochazi z &eni na z&atku 18. nisice kultivace kultury 893. A: UHKT-893,

B: pozitivni kontrola, C: negativni kontrola.
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Pt prvnim meteni v rutinni laborat, tj. po 4 nEsicich kultivace, vySel znak CD45 ja&sn
pozitivni. Exprese ale négtala konstantni. V 16. &gici kultivace jsme podle exprese CD45
detekovali 2 populace — pozitivni a negativni (Gtdf). Ri dalSim ngteni byl znak CD45

témef negativni — 7% pozitivnich bk (Graf 14B). Bi ovéiovani tohoto vysledku bylo

pozitivnich bugk 17% (Graf 14C).

A o UHKT-893: D45 B . THKT-893: CD45 C = UHKT-893: CD45
& & "
= j2]
5 £ £
i S g
i @ &
e =}
100 101 102 103 104 Sl T T e 10 10 102 fo® 1ot
PE FE PE

Graf 14A-C. Exprese CD45 na UHKT-893 v piibéhu ¢asu. A: 16. mésic kultivace, B: konec 18. &sice
kultivace, C: z#éatek 19. misice kultivace kultury 893.

Pozitivni kontrolou pro znak CD20 byly tky HEL (Graf 15B). Jejich¢ast&na
pozitivita souhlasi s Gdaji publikovanych Drexleremoce 20012 Negativni kontrola HL-60
v3ak vysla pozitivni. Udaje posih k ovéreni funknosti protilatky anti-CD20, a proto jsme
stanovili nasi linii jako CD20-.

HEL: CD2z0 C HL&0: CD20
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Graf 15A-C. CD20.A: UHKT-893, B: pozitivni kontrola, C: negativni ktrola.

Podle dat z rutinni labora® vykazoval znak CD56 po 4é&sicich v kultide pilenou
pozitivitu (Tab. 6). Ale exprese tohoto antigenitbyla stala atasem velmi zesilila. P
nasem ndreni na konci 18. gsice byly buky jasre silné pozitivni (Graf 16A-B).

53



UHKT-883: CD56 B JUEL-ME 1. CD5é
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Graf 16A-B. CD56.A: UHKT-893, B: negativni kontrola.

Takeé znak CD117 byl nejive, ve 4. misici kultivace, zréen v rutinni laboratid a byl
pozitivni. NaSe n¥eni ukazuje na Ubytek této molekuly na povrchuckun vysledky ze

zatatku 16. ndsice jsou znazo#ny v grafu 17A-C.

UHET-853: CD117 B = HEL: CD117 C s HL&ED: CD117

A g & &
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Graf 17A-C. CD117. Histogramy pochéazi z &eni v 16. misici kultivace kultury 893. A: UHKT-893, B:

pozitivni kontrola, C: negativni kontrola.
Mezi vyznamgjSi antigeny jsme 2Zadili také CD34 (Graf 18A-C), tedy znak
kmenovych bugk.
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Graf 18A-C. CD34.A: UHKT-893, B: pozitivni kontrola, C: negativni ktrola.
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Znaky CD138 a CD45 jsme ziiili také na bitkach UHKT-893, které jsme dlouhodob
kultivovali pii sniZzujici koncentraci IL-6 (Graf 19A-B). V débmeéreni, tj. po 5 misicich
kultivace, kdy bylo v médiu snizovano mnozstvi IL&brok a fil od zaloZeni kultury 893,
byly bunky privyklé na koncentraci 0,025 ng/ml IL-6 v médiu. Niére 2 dny ged n&fenim
byly uchovany v médiu 0,2 ng/ml. Bky vykazovaly pozitivitu CD138 s hodnotou GMean
vétsi, nez jakou jsme dosud na&iffi na buikach UHKT-893 kultivovanych standaréin
vmédiu s 1 ng/ml IL-6 vmédiu (Graf 19A, Tab. @ozliSili jsme pozitivni (36%)
a negativni populaci (64%) podlgifomnosti znaku CD45 nadhto buikach (Graf 19B,
Tab. 6).

A TUHET-893 bez IL-6 CD138 B UHEKT-8%3 bez IL-6 CD45
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Graf 19A-B. CD138 a CD45 na biikach kultivovanych p¥i snizené koncentraci IL-6.
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Tab. 6. Vysledné hodnoty imunofluorescence &enych antigeni véetné negativnich kontrolnich linii 1.
V tabulce jsou uvedena data miry pozitivity (v %)ep primérné hodnoty (GMean ). Doba zatianésic od

zadatku kultivace kultury 893. *- data zfifena v rutinni laboratopritokové cytometrie, **- hodnoty natfené

na buikach UHKT-893 kultivovanychipsnizené koncentraci IL-6.

UHKT-893 pozitivni kontrola negativni kontrola
znak | doba

poz.(%) | GMean linie | poz.(%) | GMean linie | poz.(%) | GMean
4,0* + - - - - - - -
15,1 97 1978,68 - - - - - -
16,8 - - - - - HL-60 90 55,26
CD138 18,2 98 1704,89 - - - HL-60 84 67,35
98**  2887,25%* MOLM-7 0 6,37
JURKAT 17 10,34
NALM-16 96 200,27
CML-T1 45 16,57
4,0* + - - - - - - -
CD38 | 151 | 99 234,98 HL-60 92 31,83 - - -
16,8 - - - - - HEL 0 5,43
4,0* + - - - - - - -
15,1 36 16,49 HL-60 97 109,71 - - -
D45 | 17,2 - - - - - Hela 0 9,86
17,8 7 5,38 HL-60 98 53,35 - - -
18,2 17 10,61 HL-60 99 183,92 - - -

36** 24,69%*
16,8 0,5 4,93 - - - HL-60 9 5,53
CD19 17,2 2 6,81 NALM-16 38 9,53 HL-60 24 7,77
18,0% | -/(+) . - . § . - .
CcD20 15,1 1 6,08 HEL 34 14,65 HL-60 86 31,42
CD34 15,1 0 5,68 MOLM-7 89 360,39 HL-60 2 3,84
cose | 40T |+ - - - - - - -
17,8 99 1395,03 - - - JURL-MK1 1 4,20
cp117 | 40° | ¥ - - - - - - -
15,1 15 10,97 HEL 88 164,64 HL-60 7 5,54

Z meteni dalSich znakjsme zjistili, Ze linie UHKT-893 méa povrchovy fetyp CD1-,
CD3-, CDb4-, CD5-, CD9-, CD10-, CD13-, CD15-, CD2CDH24-, CD33-, CD44+, CDw65-
a HLA-DR- (Grafy 20A-C a 21A-B). Data zahrnujiciogeento pozitivity a prmérnou

intenzitu fluorescence (,silu” antigenu) vzérkkontrol jsou uvedena v tabulce 7.
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Graf 20A-C. CD1, CD3, CD4, CD5, CD9, CD10, CD13, CI», CD21, CD24, CD33, CD44, CDw65,
HLA-DR. V jednotlivych sloupcich: UHKT-893 (A), pozitivnickitrola (B), negativni kontrola (C).

JURL ME1: CD44

A UHKT-8%3: CD44 B

256

Events

Graf 21A-B. Uréeni pozitivity CD44 u burgk UHKT-893. A: Histogram servenou vyplni znazéuje
pozitivitu tchto burtk a byl prolozen histogramem btknJURL-MK1 (bezbarva vygl) rovnéz zna&enych na

CD44. B: Novy region pro pozitivni laly v diagramu dot plot.

U CD44 jsme postupovali pozmenym zpisobem, protoZze negativni kontrola ke znaku
CD44 - linie JURL-MK1 - byla z 50% pozitivni. Prdidi jsme tedy kivku UHKT-893
kiivkou JURL-MK1 ve spoléném histogramu a usoudili, Ze vyslednou pozitivitungk
UHKT-893 Ize povazovat za platnou i zaegpokladu, pokud se nejedna o skote
aktivaci exprese CD44 u bék JURL-MK1, kdy by pozitivita butk JURL-MK1
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piedstavovala nespecifické vazby (Graf 20A). V gidim zobrazeni dot plot SS x PE linie

UHKT-893 byl vytvden novy pozitivni region pro tuto linii podletetelrt ohrantené

populace pozitivnich bk (graf zde neni znazafm). Mira gesahu JURL-MK1 do tohoto

regionu ¢inila 7% (Graf 20B). Dale se postupovalo ke korée hodnat pozitivity jako

u ostatnich povrchovych znakTab. 7).

Tab. 7. Vysledné hodnoty imunofluorescence &enych antigeni véetné negativnich kontrolnich linii 2.

V tabulce jsou uvedena data miry pozitivity (v %)ep primérné hodnoty (GMean ). Doba zatianésic od

zatatku kultivace kultury 893. *- data zfifend v rutinni laboratopritokové cytometrie.

UHKT-893 pozitivni kontrola negativni kontrola
znak doba
poz.(%) | GMean linie | poz.(%) | GMean linie ‘ poz.(%) | GMean
CcD1 18,2 0 6,19 JURKAT 68 19,46 HL-60 3 9,53
cD3 4,0* neg. - - - - - - -
18,2 0 4,82 JURKAT 53 15,39 HL-60 5 10,22
R e
15,1 0,5 5,77 HL-60 95 405,47 - - -
CD5 18,2 1 6,50 JURKAT 87 28,28 HL-60 16 13,13
CD8 4,0* +/- - - - - - - -
CD9 15,1 5 8,10 HL-60 93 47,61 - - -
CcD10 17,2 5,73 NALM-16 96 109,91 HL-60 3 4,53
CD13 15,1 0,5 5,66 HL-60 96 345,45 - - -
CD15 15,1 0,5 5,66 HL-60 93 413,75 MOLM-7 58 40,18
CD21 15,1 0 5,63 HEL 58 23,84 - - -
CD24 17,8 0 3,82 NALM-16 95 112,20 | JURL-MK1 71 33,59
CD28 4,0* neg. - - - - - - -
CD33 15,1 0 5,50 HL-60 97 126,59 - - -
CD44 16,8 84 961,52 HL-60 94 523,05 | JURL-MK1 49 21,93
CDw65 | 15,1 0,5 5,76 HL-60 32 9,08 - - -
HLA-DR | 17,8 0 3,70 NALM-16 88 84,97 HL-60 1 4,65
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4.8 Zjistovani miry senescence bunék UHKT-893

Ustavené permanentni bigné linie maji schopnost neomezené proliferace ppuatich
neatekdvame fitomnost senescentnich lnkteré tuto schopnost ztratily. Orietitd jsme
provedli méteni miry senescence hikn linie UHKT-893 (Obr. 13, Tab. 9).

Obr. 13A-D. Mé&Feni senescence bwk linie UHKT-893. Sipky ozn&uji senescentni fiky. V 11. nesici

kultivace jsme fi jednom z ndeni ziskali hodnoty 1,6% senescentnichdaun linie UHKT-893 (A) a 0%

senescentnich bék u kontrolni linie HL-60 (B). Ve 12. gisici jsme narili 4% senescentnich bk u linie
UHKT-893 (C) a 0% senescentnich Bl kontrolni linie HL-60 (D). Z#tSeni 20x10x1,5.

Béhem 4ngsicniho pozorovani nebyl z naenych hodnot patrny éekavany trend
snizeni po&tu senescentnich beky jako znak selekce linie smem kvysSi nie jeji
ustalenosti (Tab. 8). Ret senescentnich belnUHKT-893 pouze kolisal v rozmezfiplizng
1-15%. Oivodem, pré se vysledky jednotlivych #iieni mezi sebou liSily, mohla byt lab#in
subjektivni rozhodovani, zda je nebo neniikau senescentni, hustota a kondice dun
odebranych z kultury pro testovani.
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Tab. 8. Mira senescence butk UHKT-893. Hodnoty jsou uvedeny v procentech.

1. m&teni | 2. mereni
1. mesic 3,7 1,6
2. mssic <1 4
3. mesic 10,5 15,7
4. mésic 13 5,2
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5 Diskuze

Ustaveni nové myelomoveé linie je velkym &spem, &koli je to do zn&né miry dilem
nahody. Faktar, které zde mohou hrat roli, je mnoho — stadium eo@macienta, ve kterém
byly buiky odebrany, mnoZstvi nasazenych &udo kultury, mnoZstvi nadorovych htkn
s prolifer&nim potencialem, podil normélnich prekuizgranulocyt v kulture, reaktivace
EBV, mnoZstvi stromalnich btk produkujicich podfirné cytokiny, intervaly mezi
vyménami meédia a dalSi. Kultury 893 nevykazovahém prvnich tydan zadné zvlastni
znamky v fistu nebo ve své morfologii, podle kterych bychomhtnasoudit, Ze se z nich
rozvine bugéna linie. Mnohé jiné kultury byly na svém &ku zajimagjsi nag. velkym
podilem plasmatickych bgk nebo jejich pozoruhodnou velikosti. V dobkdy jsme
zaregistrovali, Ze by se kultura 893 v medidigavym faktorem G-CSF mohla rozvinout
v linii, jsme si kladli otdzku, jak vypadaji bky v druhé kultie v médiu bez G-CSF. OvSem
tuto kulturu jsme odstranili na konci 3. tydne kwdte pro jeji celkovy uUpadek. Co
zpasobilo, Ze kultura f@rostla v novou linii v médiu s G-CSF a naopak, hbz tohoto
cytokinu stradala? Mohl tomutippét fakt, Ze pacientka préthla griipravnou mobilizani
chemoterapii pro ASCT,ipkteré byl pouzit G-CSF? G-CSF mohl také fiem pispet
k vytvoreni optimélniho mikropro&di pro plasmatické kily pisobenim na granulocyty
a stromalni biikky. PrestoZe nerizeme tyto moZnosti vyldit, je jasne, Zze G-CSF nebyl pro
dalSi vyvoj kultury-linie zasadni, protoZe tim hidw ristovym faktorem této linie je IL-6.
Pri zakladani novych kultur s rozvijejici se linii88e ukazalo, Ze Bly stradaly a kultury
nakonec zanikly bez ohledu n&tpmnost G-CSF. Vyjimkou byly prvni 2 laliky, kde byla
vytvoiena podprna adherentni stromalni vrstva. Je nanejvys pgraadbbné, Ze tato
stromalni vrstva produkovala IL-6 sté&jjak popisuje Minges Wols ve své préciV tschto
puvodnich ,zasobnich® lahvkadch buiky pretrvavaly a rostly, dokud jsme médium
neobohatili o rekombinantni IL-6, ktery zajistil itinuélni Kist a vyvoj linie nezavisle na
stromalni vrst¢ a G-CSF v no¥ zaloZenych kulturach bez stromélnich &unPokusy
o ustanoveni linie, zhruba rok staréemesenim butk do média bez IL-6 s cilem ziskat
UHKT-893 nezavislou na tomto cytokinu, byly nespé (Graf 6A-D). Snaha o dosazeni
myelomové linie, ktera by byla v jedné variamtvisla na IL-6 a ve druhé nikoliv, je vSak
zajimavym cilem. Ziskali bychom tak unikatni maikere studiu MM a fisobeni IL-6.
Zalozili jsme proto pokus, kdy jsme mnozstvi IL-&médiu postuptisnizovali vzdy, kdyz se
buiky adaptovaly na novou koncentraci. Tento pokusyzatdospl ke svému cili, nicmé&h

buiky v sowasné dob privykaji na koncentraci 0,01 ng/ml IL-6 v médiu, c¢g 1%
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z pavodniho mnozZstvi, ip kterém jsou bitkky standard#é kultivovany. Posledni hladina IL-6,

pii které kultura z&ala natstat, byla 0,025 ng/ml.

Data o tvork a sekreci IgG a volnéhdetzce x ziskana pomoci nefelometrie
a pritokové cytometrie byla shodou okolnosti pofiga hmotnostni spektrometrii analyzou
nahodé vybraného proteinu, ktery jsme i3li z gelu po 2-D elektroforéze. Slo
o prilezitostnou analyzu v ramci praktického @i a bez zasmu detekce konkrétniho
proteinu. Vybrali jsme vyraznou proteinovou skvma 2-D elektroforéze, kterd upoutala

naSi pozornost.

Pti imunofluorescetnim zn&eni jsme newli k dispozici izotypové kontroly. NaSe Usili
v ojedirglych pripadech ztroskotalo i na udajich, jako je typ ipotyebatastji koncentrace
protilatky, které nebyly dohledatelné ani preshictvim dodavatelské firmy vzhledem
k pokraiilému std&i skladované, iesto funkni, protilatky. Alternative jsme proto pouzili ke
kazdému testovanému znaku jako pozitivni a negatkemtrolu linii, kterou jsme i
v laboratdi a u které je znama exprese daného znaku (@dqySim pehled leukemickych

a lymfomovych linif?).

Analyzou povrchovych molekul jsme v prvfdds potvrdili, Ze buiky linie UHKT-893
jsou plasmatické hiky — CD138+ a CD38+ (Graf 11A a 12A, Obr. 12, Téh. Pro znak
CD138 jsme jako negativni kontrolu vyuZili nejprdaii HL-60. OvSem vysledek
z pratokového cytometru katl 90% pozitivitu (Tab. 6). ProtoZe jde @&tjni znak, pouZili
jsme i dalSim ngfeni kron¢ HL-60 i jiné linie ustavené z bgk krevnifady (MOLM-7,
NALM-16, CML-T1 a JURKAT). U vSechéthto linii jsme pedpokladali negativitu ve
znaku CD138, protoZe tento znak je pro plasmatickdéy z krevni bus¢néiady jedingny.
Prestocisté negativni byla pouze linie MOLM-7 (Graf 11B). Ptita CD138 u ostatnich
linii vyvolavaradu otazek. Mohlo dojit @c¢hto linii ke znén¢ fenotypu v dsledku dlouhého
drzeni v kultiie a znané prokultivovanosti? Nebo se spiSe jedna o nefgerivazby?
Vzhledem ktomu, Ze jsme u ostatnich Zhakalokdy zaznamenali takovou pozitivitu
a protoze linie MOLM-7 bylatist¢ CD138-, mohli bychom vylatit moZzné nespecifické
vazby primarni protilatky a usuzovat spiSe na esipmeolekuly CD138 u kontrolnich linii,
které by ndly byt pro tento znak negativni. Vzhledem k toma, GMean CD138 u linie
UHKT-893 byl rskolikanasobn vy3si nez GMean wehto kontrolnich linii, nemusime mit
o pozitivitt naSi linie pochybnosti. Navic byla potvrzena utinni laboratéi pritokové

cytometrie.
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Exprese CD45 a CD19 na plasmatickych bifanodrazet vyvojovy stav plasmatickych
burik.®**! Nekter{ autdi ovsem uvadi, Ze normalni plasmatickéikop exprimuji na svém
povrchu CD19 a jeji absence je zndmkou aberace WH6Bebo MM>*4**"3 Uz Harada
etal® vroce 1993 rozlisuje normalni plasmatickéiiby CD19+, CD56- a maligni
plasmatické biky CD19-, CD56+, ficemZ mezi myelomovymi kikami pacieni s MM
nebyly zadné CD19+, CD56-, avSak u padiestMGUS byly nalezeny &b populace.
Almeida et a*? uvadi, Ze #sina plasmatickych bk ve zdravé kostnifeni je CD19+
a zarové Ze plasmatické hitky pacient s MM jsou obvykle CD19-. Rawstron et*aludava
>70% plasmatickych bwk zdravych lidi jako CD19+ a 95% plasmatickych 8u€D19-

u pacient s MM. Podle &chto informaci ale stdle némeme vylodit, Ze by zbytek
plasmatickych butk byl pouze v jiném diferenataim stadiu. U zdravych lidi by to
znamenalo <30% péndiferencovanych ,zralych® plasmatickych ki U pacient s MGUS
nebo MM, kterym expanduji plasmatickénly, mize absence CD19 nachto buikach
zn&it praw rozvoj koneénych diferencignich stadii, ficemz u MGUS expanzesdhto
plasmatickych butk neni je&t tolik markantni. Tomu nagdcuji i vysledky Kov&ové et
al.”* kde nejvice plasmatickych bl v terminalnim diferencimim stadiu detekovali
u paciend s pokr@ilym MM. Tyto bunky uréovali podle exprese CD38+ a CD45-. CD19 do
tohoto profilu nezahrnuli, protoZe jej pouzivalikga diferencigni znak mezi malignimi
a normalnimi plasmatickymi likami. Vice studii tedy uvadi absenci CD19 jako znak
malignity plasmatickych butk u MGUS a MM. Podle nami naffenych hodnot byly hiky
UHKT-893 CD19-, nicméh jsme nemohli z&chto dat dinit koneiny zawr, protoze
kontrolni linie nevySly podle @kavani (Graf 13A-C). Nechali jsme si proto tentak
zmefit v rutinni laboratéi pritokové cytometrie. Vysledky ukézaly velmi slaboupeesi
molekuly CD19. Exprese CD45¢lem vice jak réni kultivace klesala. Po 4 dsicich

v kultuie byly buiky CD45+, za dalSich 11 ¢wsial jsme Zetelre rozliSili 2 populace, CD45-

a CD45+, a p poslednich 2 reni, ktera jsme provéll kolem 18. ngsice kultivace, bylo
pozitivnich bugk <20%. Mahmoud et &P ukazal, Ze exprese CD45 u myelomovych lini
koreluje se zavislosti nafippmnosti IL-6. Na tento cytokin odpovidalyistem buiky
CD45+. Naopak hiky CD45- odpo¥déli na gritomnost IL-6 v médiu z&nou ve fenotypu

a zahajily expresi CD45. Kdyz byl IL-@mto buikdam odebran, hiky znak CD45 ot
ztratily. Podle dalSi studie, myelomovénky se silnou expresi CD45 vykazovaly na svém
povrchu vice receptamro IL-6.° Podle nasich vysledkexprese CD45 na hkach UHKT-
893 klesala v itomnosti IL-6. Zdali je tato z&ma v souladu s niZSi zavislosti na IL-6 nebylo

zatim prokazano, protozégmeseni butk z média s IL-6 do média bezjv obdobi mezi 11.
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a 15. msicem kultivace vedlo k zaniku btln OvSem je nutné toto j&Sfprowiit. Pxi
testovani CD45 u bwk UHKT-893, kterym byla them 6 ndsiai snizovana davka IL-6,
byly nalezeny 2 populace (CD45+ a CDA45-, Graf 198§, jak tomu bylo u buik
péstovanych s IL-6 &hem 15. misice kultivace (Graf 14A). K posouzeni, zdali nmeérgprese
CD19 a CD45 odrazi diferencia stadium nebo jiné vlastnosti, nemame Wasué dob
dostatek relevantnich dat. Znu exprese jsme zaznamenali také u adhezivni migleku
CD56. Nestabilita tohoto antigenu je u paciestMM zndma. Pacienti s absenci exprese
molekuly CD56 maji agresi¢jsi pribch nemoci®? Byly zaznamenany zény v expresi,
které se projevily jak ztratou CD56, tak jeho zfgkd*® Zpasatku, ve 4. nssici v kultivace
kultury 893, vykazovaly hiky ptlenou pozitivitu. B dalSim testovani té&n po 18 nésicich
kultivace jsme zrili 99% pozitivitu znaku CD56 (Graf 16A) a interaitfluorescence
(GMean) tohoto znaku byla ve srovnani s ostatnéstiovanymi znaky druha nejsijai hned

po znaku CD138 (Tab. 6 a 7).

M3>42 aviak nase

Byla pozorovana&ast&na pozitivita CD20 u &kterych pacieni s M
linie byla na tento znak negativni (Graf 15A, Téh. Vysledek byl posouzenii pozitivni
kontrole — linii HEL, ktera jako jedind z dostuphydinii vykazovala podle Drexlefa
alespa cast&nou pozitivitu, kterou jsme potvrdili (Graf 15B). adrosto stejna situace
nastala u znaku CD21. Pafidjsme s pekvapenim zaregistrovali, ze v r8i verzi
Drexlerova pehledu linif°, je linie HEL ozn&ena jako CD20- a CD21-. Nizka aberantni
exprese CD117 souhlasi $w@ publikovanymi tdaji>*****°Obecr se povaZuje za platné,
7e plasmatické hiky neexprimuji CD34. Kuranda et dl.vak ve své praci detekoval
minoritni ¢ast plasmatickych béh, které jsou CD34+. U nasi linie jsme ale sebeiinens
expresi CD34 nezjistili. # testovani dalSich povrchovych antigemyly bunky UHKT-893
CD1-, CD3-, CD4-, CD5-, CD8+/-, CD9-, CD10-, CD1&D15-, CD21-, CD33-, CD44+
(z 84%), CDw65- a HLA-DR-. CD44 je adhezivni mol&kuktera pomaha myelomovym
bunkam v osidlovani kostni idrg. Negativni kontrola u CD44 byla sice z i&mb0%
pozitivni, avSak kdyz jsme prolozili histogramy aékontrolni linie JURL-MK1 a nami
ustavené linie UHKT-893, igkryvaly se ob pouze ze 7% (Graf 21A-B, Tab. 7).

Zmeénu exprese povrchovych molekul se ndm pomoafogové cytometrie pod#o
zachytit u znak CD45, CD56 a CD117.
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Z méteni miry senescencetiieme usuzovat, ze linie UHKT-893 ma& malou spontanni
senescenci. Aktualni pamsenescentnich bék vici normalnim se rfize projevovat vlivem
jeS€ ne zcela ustalené linie a/nebadiza odraZet i stav bgtné kultury, nap zda byly

odebrané fed nebo po vyrné média.
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6 Zavér

Dosazené vysledky dlouhodobych kultivaci biopsii stkd dené nemocnych
s myelomem jednoziiaé potvrzuji vyjime&nost a nahodnost moznosti vzniku permanentnich
burg¢nych linii neoplastickych buk. Z 96 primarnich kultur se potl@ ustavit 7 EBV+
lymfoblastoidnich linii, které zpravidla pochazejnormalnich B butk, a dokonce jednu

permanentni linii, UHKT-893, s prokazatelnym chaea&m myelomovych plasmatickych

bursk.

Vlastnosti plasmatickych myelomovych krjsme u této navustavené linie prokazali
piitomnosti diskrimin&nich povrchovych znadkplasmocyi (pifedevSim CD138+, CD38+)
pomoci pfitokové cytometrie, zhodnocenim iné morfologie pomoci mikroskopie
a barveni Giemsou a zj#tim produkce monoklonalniho imunoglobulinu kg@omoci
nefelometrie, hmotnostni spektrometrie @tpkové cytometrie. Jednim z dokiatbho, Ze
jde o ustavenou permanentni linii leukemickych diinje vice nez réni (80 tydrii dlouha)
kontinualni propagaces¢hto burk v kulture. Pokusy o vygstovani sublinie UHKT-893
nezavislé naiftomnosti IL-6 byly dosud neusgné. Butky neustale vyZzaduji pro syrust
a ctleni dodavani alespominimalniho mnozstvi (0,025 ng/ml) IL-6, pro op&imi nist
v kultufe pro poteby experimerit min. koncentraci 1 ng/ml. Linie starq 15%sfoi jeSt

vykazovala zndmky spontanni senescence.

69



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Literatura

Straub, J. et al. Mnobetny myelom -¢asna diagnostikaMed. Pro Praxi6, 197-199
(2009).

Kyle, R.A. & Rajkumar, S.V. Monoclonal gammopathf undetermined significancBr.
J. Haematoll34, 573-589 (2006).

Mahindra, A., Hideshima, T. & Anderson, K.C. Mple myeloma: biology of the
diseaseBlood Rew24 Suppl 1 S5-11 (2010).

Morse, D., Dailey, R.C. & Bunn, J. Prehistorialtiple myelomaBull N Y Acad Me&0,
447-458 (1974).

Solly, S. Remarks on the pathology of molliteessium; with casedvied Chir Trans27,
435-498.8 (1844).

Kyle, R.A. Multiple myeloma: an odyssey of digeoy. Br. J. Haematoll11, 1035-1044
(2000).

Kyle, R.A. Henry Bence Jones--physician, chensisientist and biographer: a man for all
seasonsBr. J. Haematoll15 13-18 (2001).

Dalrymple, J. On the microscopical charactemudilities ossium.Doublin Quarterly
Journal of Medical Sciencg 85-95 (1846).

Kyle, R.A. & Rajkumar, S.V. Multiple myelomBlood111, 2962-2972 (2008).

. Bayne-Jones, S. & Wright Wilson, D. Immunol@giceactions of Bence-Jonesproteins.

II. Differences between Bence-Jones proteins fraraua sourcesBull.Johns Hopkins
Hosp.33, 119-25 (1922).

Korngold, L. & Lipari, R. Multiple-myeloma preins. Ill. The antigenic relationship of
Bence Jones proteins to normal gammaglobulin anlipteamyeloma serum proteins.
Cancer9, 262-272 (1956).

Edelman, G.M. & Gally, J.A. The nature of Bedomes proteins. Chemical similarities
to polypetide chains of myeloma globulins and ndrgemma-globulinsJ. Exp. Med
116, 207-227 (1962).

Holland, J.F. et al. A Controlled Trial of Unahe Treatment in Multiple MyelomBlood
27, 328 -342 (1966).

Blokhin, N., Larionov, L., Perevodchikova, I€hebotareva, L. & Merkulova, N. Clinical
experiences with sarcolysin in neoplastic disea8agals of the New York Academy of
Science$8, 1128-1132 (1958).

Alexanian, R. et al. Treatment for multiple hoyea. Combination chemotherapy with
different melphalan dose regimed&MA208 1680-1685 (1969).

Bladé, J. et al. High-dose therapy autotraméglen/intensification vs continued
standard chemotherapy in multiple myeloma in firsmission. Results of a non-
randomized study from a single instituti@@one Marrow Transplar26, 845-849 (2000).
Attal, M. et al. Single versus double autolog@tiem-cell transplantation for multiple
myelomaN. Engl. J. Me®49 2495-2502 (2003).

Maloney, D.G. et al. Allografting with nonmyaldative conditioning following
cytoreductive autografts for the treatment of patievith multiple myelomaBlood 102,
3447 -3454 (2003).

Singhal, S. et al. Antitumor activity of thadiide in refractory multiple myeloma\.
Engl. J. Med341, 1565-1571 (1999).

Rajkumar, S.V. & Kyle, R.A. Multiple Myeloma:i@gnosis and Treatmeri¥layo Clinic
Proceedings0, 1371 -1382 (2005).

Cavo, M. Proteasome inhibitor bortezomib foe ttheatment of multiple myeloma.
Leukemia20, 1341-1352 (2006).

Schroeder, H.W., Jr & Cavacini, L. Structurd &mction of immunoglobulinsl. Allergy

70



23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Clin. Immunoll25 S41-52 (2010).

Fossati, V., Kumar, R. & Snoeck, H.-W. ProgeniCell Origin Plays a Role in Fate
Choices of Mature B Cell¥he Journal of Immunolodgh84, 1251 -1260 (2010).
Martensson, I.-L., Keenan, R.A. & Licence, $heTpre-B-cell receptorCurr. Opin.
Immunoll19, 137-142 (2007).

Herzog, S., Reth, M. & Jumaa, H. RegulatioB-afell proliferation and differentiation by
pre-B-cell receptor signallingNat. Rev. Immund, 195-205 (2009).

Chung, J.B., Silverman, M. & Monroe, J.G. Tiaasal B cells: step by step towards
immune competenc@rends Immunak4, 343-349 (2003).

Oracki, S.A., Walker, J.A., Hibbs, M.L., Coraar L.M. & Tarlinton, D.M. Plasma cell
development and survivdmmunol. Re237, 140-159 (2010).

LeBien, T.W. & Tedder, T.F. B lymphocytes: htvey develop and functio®lood 112,
1570-1580 (2008).

Ollila, J. & Vihinen, M. B cellsint. J. Biochem. Cell Bid7, 518-523 (2005).

LeBien, T.W. Fates of human B-cell precursBteod 96, 9-23 (2000).

O’Connell, F.P., Pinkus, J.L. & Pinkus, G.S.X3B (Syndecan-1), a Plasma Cell Marker.
American Journal of Clinical Pathology21, 254 -263 (2004).

Lin, P., Owens, R., Tricot, G. & Wilson, C.Slow Cytometric Immunophenotypic
Analysis of 306 Cases of Multiple MyelomaAmerican Journal of Clinical Pathology
121, 482 -488 (2004).

Elenius, K., Salmivirta, M., Inki, P., Mali, M. Jalkanen, M. Binding of human syndecan
to extracellular matrix proteind. Biol. Chen265, 17837-17843 (1990).

Mali, M., Jaakkola, P., Arvilommi, A.M. & Jalkan, M. Sequence of human syndecan
indicates a novel gene family of integral membraneteoglycansJ. Biol. Chem265,
6884-6889 (1990).

Lima, M. et al. Immunophenotypic aberration®yAcontent, and cell cycle analysis of
plasma cells in patients with myeloma and monodigaanmopathiesBlood Cells Mol.
Dis 26, 634-645 (2000).

Thomas, M.L. The leukocyte common antigen famAnnu. Rev. Immunal, 339-369
(1989).

Kumar, S., Rajkumar, S.V., Kimlinger, T., Grgif®.R. & Witzig, T.E. CD45 expression
by bone marrow plasma cells in multiple myelomanical and biological correlations.
Leukemial9, 1466-1470 (2005).

Joshua, D. et al. The labelling index of priveitplasma cells determines the clinical
behaviour of patients with myelomatodss. J. Haematob4, 76-81 (1996).

Adam, Z., Hajek, R.,&8dla, V. & Vorlitek, J.Mnoha’etny myelom a dal3i monoklonalni
gamapatie (Masarykova univerzita: Brno-Kravi hora, 1999).

Cao, W. et al. Instability of Immunophenotype Plasma Cell MyelomaAmerican
Journal of Clinical Pathology29, 926 -933 (2008).

Medina, F., Segundo, C., Campos-Caro, A., Genz@arca, |. & Brieva, J.A. The
heterogeneity shown by human plasma cells fromilidrisod, and bone marrow reveals
graded stages of increasing maturity, but locafilesoof adhesion molecule expression.
Blood99, 2154 -2161 (2002).

Almeida, J. et al. Highensitive immunophenotyping and DNA ploidy studies the
investigation of minimal residual disease in mudtipnyeloma. British Journal of
Haematologyl07, 121-131 (1999).

Rawstron, A.C. et al. Report of the Europeareldyna Network on multiparametric flow
cytometry in multiple myeloma and related disordel@ematologice®3, 431-438 (2008).
Harada, H. et al. Phenotypic difference of radrplasma cells from mature myeloma
cells.Blood81, 2658 -2663 (1993).

Zandecki, M. et al. CD19 and immunophenotypebohe marrow plasma cells in

71



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

monoclonal gammopathy of undetermined significadcélin Pathol48, 548-552 (1995).
Ocqueteau, M. et al. Expression of the CD1llTigam (c-Kit) on normal and
myelomatous plasma celBr. J. Haematob5, 489-493 (1996).

Jourdan, M. et al. An in vitro model of diffatetion of memory B cells into
plasmablasts and plasma cells including detailedenptypic and molecular
characterizatiorBlood 114, 5173-5181 (2009).

Chu, V.T., Beller, A., Nguyen, T.T.N., Steinkauy G. & Berek, C. The long-term
survival of plasma cellScand. J. Immunal3, 508-511 (2011).

Odendahl, M. et al. Generation of migratory igent-specific plasma blasts and
mobilization of resident plasma cells in a secopdi@mune respons@&lood 105 1614 -
1621 (2005).

Hauser, A.E. et al. Chemotactic responsivetoegard ligands for CXCR3 and CXCR4 is
regulated on plasma blasts during the time coufsa memory immune responsé.
Immunol169 1277-1282 (2002).

Minges Wols, H.A., Underhill, G.H., Kansas, G& Witte, P.L. The role of bone
marrow-derived stromal cells in the maintenanceplasma cell longevityJ. Immunol
169, 4213-4221 (2002).

Cassese, G. et al. Plasma cell survival is atediby synergistic effects of cytokines and
adhesion-dependent signalsimmunoll71, 1684-1690 (2003).

Okada, M. et al. B cell growth factors and B déferentiation factor from human T
hybridomas. Two distinct kinds of B cell growth fac and their synergism in B cell
proliferation.J. Exp. Medl57, 583-590 (1983).

Kikutani, H. et al. Effect of B cell differeation factor (BCDF) on biosynthesis and
secretion of immunoglobulin molecules in human B lkees. J. Immunol134, 990-995
(1985).

Kawano, M.M., Mihara, K., Huang, N., Tsujimofa, & Kuramoto, A. Differentiation of
early plasma cells on bone marrow stromal cellsiireq interleukin-6 for escaping from
apoptosisBlood 85, 487-494 (1995).

Jego, G., Bataille, R. & Pellat-Deceunynck, I@terleukin-6 is a growth factor for
nonmalignant human plasmabla®3tod97, 1817 -1822 (2001).

Kawano, M. et al. Autocrine generation and nexpent of BSF-2/IL-6 for human
multiple myelomasNature332 83-85 (1988).

Klein, B. et al. Paracrine rather than autacnagulation of myeloma-cell growth and
differentiation by interleukin-@Blood 73, 517 -526 (1989).

Drexler, H.G. Guide to leukemia-lymphoma cell linegGerman Collection of
Microorganisms and Cell Cultures: Braunschweig,n@ary, 2010).

Schaeffer, W.l. Terminology associated withl,ceé$sue, and organ culture, molecular
biology, and molecular genetics. Tissue Cultureosggion Terminology Committedn
Vitro Cell. Dev. Biol26, 97-101 (1990).

Masters, J.R. HelLa cells 50 years on: the gthedbad and the ugliat Rev Canceg,
315-319 (2002).

Osgood, E.E. & Brooke, J.H. Continuous tissuéuce of leukocytes from human
leukemic bloods by application of gradient prinegBlood 10, 1010-1022 (1955).
Nelson-Rees, W.A. & Flandermeyer, R.R. HelLautak definedSciencel91, 96-98
(1976).

Pulvertaft, J.V. Cytology of Burkitt's tumouAffican lymphoma).Lancetl, 238-240
(1964).

Matsuoka, Y., Moore, G.E., Yagi, Y. & PressmBn,Production of free light chains of
immunoglobulin by a hematopoietic cell line derivédm a patient with multiple
myeloma.Proc. Soc. Exp. Biol. MetR5, 1246-1250 (1967).

Nilsson, K., Bennich, H., Johansson, S.G. &tBonJ. Established immunoglobulin

72



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

producing myeloma (IgE) and lymphoblastoid (IgG)l dmes from an IgE myeloma
patient.Clin. Exp. Immuno¥, 477-489 (1970).

Sakai, A. et al. Establishment of an HS23 salooell-dependent myeloma cell line:
fibronectin and IL-6 are criticalnt. J. HematoB2, 598-608 (2010).

Zhang, X. et al. Reproducible obtaining of hanmyeloma cell lines as a model for
tumor stem cell study in human multiple myeloBiod83, 3654 -3663 (1994).

Epstein, M.A., Achong, B.G. & Barr, Y.M. Virgsarticles in cultured lymphoblasts from
Burkitt's lymphomalancetl, 702-703 (1964).

Dolcetti, R., Guidoboni, M., Gloghini, A. & Qawne, A. EBV-Associated Tumors:
Pathogenetic Insights for Improved Disease Momrand TreatmentCurrent Cancer
Therapy Reviews, 27-44 (2005).

Drexler, H.G., Dirks, W.G., Matsuo, Y. & MacleioR.A.F. False leukemia-lymphoma
cell lines: an update on over 500 cell linesukemial7, 416-426 (2003).

Drexler, H.GThe Leukemia-Lymphoma Cell Line Factsbhddlcademic Press: 2001).
Bataille, R. et al. The phenotype of normalactye and malignant plasma cells.
Identification of ,many and multiple myelomas" anfinew targets for myeloma therapy.
Haematologiceé®1, 1234-1240 (2006).

Kovarova, L. et al. Phenotype of plasma callsmultiple myeloma and monoclonal
gammopathy of undetermined significaneeo56, 526-532 (2009).

Mahmoud, M.S., Ishikawa, H., Fujii, R. & KawarM.M. Induction of CD45 Expression
and Proliferation in U-266 Myeloma Cell Line by éneukin-6.Blood 92, 3887 -3897
(1998).

Hata, H. et al. Interleukin-6 gene expressiommiultiple myeloma: a characteristic of
immature tumor cellBlood81, 3357 -3364 (1993).

Kuranda, K. et al. A subpopulation of malign@®34+CD138+B7-H1+ plasma cells is
present in multiple myeloma patienExp. HematoB8, 124-131 (2010).

73



